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COLLAZOS, P. L. Quantificação de metano entérico e metabolismo ruminal de bovinos 
alimentados com enzimas fibrolíticas e amilolíticas. 2017. 81 f. Tese (Doutorado) - 
Faculdade de Zootecnia e Engenharia de Alimentos, Universidade de São Paulo, 2017. 
 
O objetivo deste estudo foi avaliar o efeito de enzimas sobre a ingestão de matéria 
seca, digestibilidade dos nutrientes, comportamento alimentar, produção de CH4 entérico e os 
parâmetros fermentativos, além da produção de metano nas fezes de bovinos, utilizando 
biodigestores. O experimento foi conduzido na Universidade de São Paulo, Pirassununga/SP, 
Brasil. Foram utilizadas cinco vacas, com peso médio de 923,04 ± 86,76 kg, canuladas no 
rúmen, distribuídas em cinco tratamentos utilizando delineamento experimental em quadrado 
latino 5x5: 1) Controle: dieta sem adição de enzimas; 2) Amilase: dieta com 7,5 g de 
amilase/animal/dia (Amaize, ALLTECH); 3) Xilanase: dieta com 15 g de xilanase/animal/dia 
(Fibrozyme, ALLTECH); 4) Celulase + protease: dieta com 7,5 g celulase + 
protease/animal/dia (Allzyme VegPro PO, ALLTECH); 5) Pool: dieta com 30 g de mistura de 
enzimas (amilase, xilanase e celulase + protease)/animal/dia. Cada período experimental 
consistiu de 21 dias (os primeiros 15 dias foram utilizados para adaptação da dieta e os 
últimos 5 dias para a coleta de dados). Nos dias 10 e 20, foi avaliada a digestibilidade 
utilizando o marcador de óxido crômico e coleta de fezes. No dia 17, foi avaliada o 
comportamento ingestivo por 24 horas, através de monitoramento visual a cada 5 minutos. No 
dia 19, foi mensurado o pH ruminal a cada 10 minutos, utilizando-se probes de mensuração 
contínua. Para quantificar os ácidos graxos de cadeia curta (AGCC), metano, concentração de 
N-NH3 e protozoários, coletou-se conteúdo ruminal antes, 3, 6, 9 e 12 horas após a 
alimentação matinal. A técnica de fermentação consistiu na incubação de conteúdo de rúmen 
líquido e sólido em frascos em banho-maria 39 ºC durante 30 minutos. Na subsequente 
medição da produção de metano usou-se cromatografia gasosa. Nos dias 20 e 21, foi avaliada 
a dinâmica ruminal. Os dados foram analisados pelo programa SAS, através do procedimento 
PROC MIXED. O modelo, o efeito de tratamento como fator fixo e os efeitos de animal e 
período como fatores aleatórios, considerado nível de significância de 5%. A adição de 
enzimas não mostrou diferença significativa em relação ao consumo de matéria seca (CMS), 
digestibilidade, comportamento ingestivo, produção de CH4, N-NH3, protozoários ou 
dinâmica ruminal. A associação de enzimas (tratamento Pool) aumentou a produção de 
acético, propiônico e AGCC totais em relação à dieta controle. As variáveis pH mínimo, 
médio e máximo, tempo de pH abaixo de 5,8, 6,0, 6,2 e 6,5, assim como área de pH abaixo de 
5,8, 6,0, 6,2 e 6,5 não diferiram significativamente entre os tratamentos. Não foram 
verificadas diferenças para a produção de biogás ou teores sólidos do efluente. Concluiu-se 
que a utilização destes aditivos, nas proporções usadas, não afetou as variáveis de CMS, 
digestibilidade, comportamento ingestivo, produção de CH4, pH, protozoários, N-NH3 ou 
dinâmica ruminal. A associação de enzimas apresentou melhora na produção de AGCC 
ruminal sem aumentar a emissão de CH4.  




























COLLAZOS, P. L. Quantification of enteric methane and ruminal metabolism of cattle 
fed with fibrolytic and amylolytic enzymes. 2017. 81 f. Phd. Thesis - Faculdade de 
Zootecnia e Engenharia de Alimentos, Universidade de São Paulo, 2017. 
The objective of this study was to evaluate the effect of enzymes on dry matter intake, 
nutrient digestibility, feeding behavior, production of enteric CH4 and fermentative 
parameters, as well as the production of methane in bovine feces using digester. The 
experiment was conducted at the University of São Paulo, Pirassununga/SP, Brazil. Five cows 
were used, with a mean weight of 923.04 ± 86.76 kg, cannulated in the rumen, distributed in 
five treatments using 5x5 Latin square experimental design: 1) Control: diet without addition 
of enzymes; 2) Amylase: diet with 7.5 g of amylase/animal.day(Amaize,Alltech); 3) 
Xylanase: diet with 15 g of xylanase/animal.day(Fibrozyme, Alltech); 4) Cellulase + protease: 
diet with 7.5 g of cellulase + protease/animal.day (Allzyme VegPro PO, Alltech); 5) Pool: 
diet with 30 g of enzymes pool (amylase, xylanase and cellulase + protease)/animal.day. Each 
experimental period consisted of 21 days (first 15 days were used for diet adaptation and the 
last 5 days for data collection). On days 10th and 20th, digestibility was evaluated using the 
chromic oxide marker and fecal collection. On the 17th day, ingestive behavior was evaluated 
for 24 hours, through visual monitoring every 5 minutes. On day 19th, ruminal pH was 
measured every 10 minutes, using a continuous measurement device. In order to quantify 
short-chain fatty acids (SCFA), methane, concentration of NH3-N and protozoa, rumen 
contents were sampled prior to and 3, 6, 9 and 12 hours after morning feeding. The 
fermentation technique consisted of incubation of liquid and solid rumen contents in bottles in 
a water bath 39 ºC for 30 minutes. Subsequent measurement of methane production using gas 
chromatography On days 20th and 21th, ruminal dynamic was evaluated by emptying this 
organ. Data were analyzed using SAS, through the PROC MIXED procedure. The model 
included the effect of treatment as fixed factor, animal and period effects as random factors, 
considered level of significance of 5%. The addition of enzymes showed no significant 
difference in relation to dry matter intake (DMI), digestibility, ingestive behavior, CH4 
production, NH3-N, protozoa or ruminal dynamics parameters. The association of enzymes 
(pool treatment) increased acetic, propionic and total SCFA production in relation to the 
control diet. Not significant differences were observed for the pH variables, as minimum, 
average and maximum pH, as well as time and area which pH was below to 5.8, 6.0, 6.2 and 
6.5. No differences were verified for biogas production or solid effluent contents. It is 
concluded that these additives, in the proportions used, did not affect the variables of DMI, 
digestibility, ingestive behavior, CH4 production, pH, protozoa, NH3-N or ruminal dynamic. 
The association of the enzymes showed improvement in the production of rumen SCFA 
without increasing the CH4 emission. 
 
Key words: Enzymes, intake, methane, ruminal fermentation. 
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1 INTRODUÇÃO  
 
As mudanças climáticas são identificados como problema mundial das últimas 
décadas, sendo a emissão de gases de efeito estufa uma das principais causas. A busca por 
métodos acurados, simples e rápidos para mensurar a produção de metano e outros produtos 
da fermentação ruminal, que visem à redução na emissão de gases do efeito estufa (GEE), tem 
sido prioridade de estudos. A agropecuária é uma das atividades que contribui com a emissão 
de GEE no mundo, principalmente, com a emissão de CH4 de origem entérica. Esta emissão 
se dá através do processo de fermentação ruminal, que é o resultado da intensa atividade da 
microbiota presente no rúmen, degradando os componentes da dieta (celulose, hemicelulose, 
pectina, amido, etc.) em compostos tais como: ácidos graxos de cadeia curta (AGCC). Apesar 
das concentrações de CH4 e N2O na atmosfera serem menores que de CO2, a importância das 
mensurações de seus fluxos de emissão é devido a esses gases apresentarem potencial de 
aquecimento global de 23 e 296 vezes maiores em relação ao CO2, respectivamente 
(SNYDER et al., 2008). É sabido que o CH4 que é um subproduto da digestão dos 
carboidratos e o H2 é removido pelos microrganismos ruminais, transformando-se em CH4, 
gera perdas energéticas ao animal, variando entre 2 a 12% da energia bruta total consumida 
(JOHNSON & JOHNSON, 1995). À medida que um ruminante adulto pode produzir até 17 
litros de metano por hora (RUSSELL, 2002) e que este gás não pode ser metabolizado pelo 
animal, nem pela microbiota ruminal, perde-se a maior parte para o meio ambiente por 
expiração ou eructação (MOSS, 2000). O principal efeito dos aditivos é manipular a 
fermentação ruminal, aumentando a formação de propiônico e diminuindo a formação de 
metano. Com o objetivo de aumentar a eficiência de utilização dos alimentos pelos 
ruminantes e a utilização de produtos biotecnológicos que modificam os parâmetros de 
fermentação ruminal, destaca-se a suplementação com enzimas exógenas. Estas enzimas tem 
objetivo aumentar a eficiência do processo fermentativo, favorecendo a degradação dos 
polissacarídeos estruturais, aumentando a taxa de degradação da fibra e promovendo melhoria 
no desempenho produtivo, possivelmente em razão de seus efeitos nos processos digestivos, 
da degradação da parede celular, da manutenção de níveis adequados de amônia no rúmen e 
da estabilização do pH ruminal (DOREAU et al., 2010). O uso de aditivos enzimáticos 
exógenos degradantes de fibras para ruminantes foi analisado inicialmente na década de 1960, 




de fontes animais, vegetais ou microbianas, sendo que a maioria é obtida pela fermentação de 
microrganismos, em maior parte os fungos do gênero Aspergillus, Trichoderma e Penicilium. 
Os fungos são mais utilizados para esta fermentação, pelo fato de produzirem maior 
quantidade de enzimas, com maior estabilidade e menor custo. 
Dentre os produtos biotecnológicos modificadores dos parâmetros de fermentação 
ruminal, destaca-se a suplementação com enzimas, extraídas de fungos ou bactérias, que em 
atuação conjunta com as enzimas produzidas pelos microrganismos ruminais, aumentam a 
eficiência do processo fermentativo. As enzimas são proteínas de alta complexidade 
molecular que, sob condições específicas de umidade, temperatura e pH, atuam sobre 
substratos específicos, agindo como catalisadores, acelerando e possibilitando uma reação 
(BEAUCHEMIN et al., 1999), podendo ser utilizadas como suplemento na dieta, melhorando 
a digestibilidade da parede celular da planta e a eficiência do aproveitamento da alimentação 
(TRICARICO et al., 2008).  
A manipulação da fermentação ruminal tem sido estudada nas últimas décadas e várias 
estratégias têm sido aplicadas, tais como a inclusão de enzimas exógenas como aditivos 
alimentares para ruminantes que tem recebido maior prioridade pelo seu potencial no aumento 
da degradabilidade das fibras e na melhoria do desempenho animal (BEAUCHEMIN et al., 
2007; 2003; ROJO et al., 2015; ELLIS et al., 2012). As enzimas fibrolíticas demonstraram 
melhorar a digestão das frações das fibras e fermentação ruminal, funcionando sinergicamente 
com as enzimas microbianas do rúmen (ALSERSY, H et al., 2015).  
Várias estratégias vêm sendo aplicadas para tentar reduzir a produção de metano 
entérico, tal qual a inclusão de enzimas exógenas como aditivos na alimentação de ruminantes 
que vem recebendo grande importância, pois tende a aumentar a digestibilidade dos alimentos 
e melhorar o desempenho animal (BEAUCHEMIN et al., 2007). Dessa forma, o objetivo 
deste estudo foi avaliar o efeito da suplementação de enzimas na alimentação de ruminantes 
como estratégia nutricional visando à mitigação do CH4 entérico, determinada pela técnica ex 






2    REVISÃO DA LITERATURA 
2.1 Caracterização das emissões de gases 
Na produção animal, a preocupação do nutricionista é obter a melhor eficiência 
alimentar, a melhor relação entre ganho de peso e consumo de matéria seca, resultando em 
alta produtividade. Essa busca, a diminuição de perda energética por eructação de gases, 
como o metano entérico e dióxido de carbono, é importante, uma vez que o animal pode 
perder de 2 a 12% da energia do alimento ingerido apenas eructando esses gases (JOHNSON 
et al., 1993). É sabido que há três principais fontes de metano emitido no globo terrestre, são 
elas: naturais (pântanos, oceanos e populações de cupins), ligadas à geração de energia e 
dejetos (queima de gás, carvão, lagoas) e à atividade agropecuária (arrozais e rebanhos). A 
pecuária mundial é responsável por cerca de 32% da emissão de metano antropogênico 
(PERDOK & NEWBOLD, 2009). 
Papel importante do hospedeiro ruminante é manter as condições ruminais, para 
assegurar que o metabolismo dos microrganismos se mantenha ativo para fermentar os 
nutrientes da dieta (VALADARES FILHO, 2006). A produção de metano no rúmen é 
realizada pelas arqueas metanogênicas e está relacionada a concentração de hidrogênio e gás 
carbônico (CHAUCHEYRAS et al., 1995). Durante a fermentação ruminal, os carboidratos 
são convertidos em ácidos graxos de cadeia curta (AGCC), sendo a formação destes ácidos 
acompanhada pela produção de hidrogênio, podendo gerar metano. A produção de metano 
nada mais é do que uma forma de remoção dos íons hidrogênio do rúmen. A emissão de 
metano depende da quantidade de alimento ingerido e da qualidade da dieta e digestibilidade 
proporcionam maior consumo com menor emissão de metano entérico por unidade de 
alimento ingerido, do que dietas de baixa qualidade (PRIMAVESI et al., 2004; OLIVEIRA et 
al., 2007). Algumas práticas, tais como o uso de aditivos alimentares, redução na idade de 
abate, manejo adequado das pastagens, melhoramento genético de forrageiras, uso de vacinas 
e adoção de manejo intensivo e dos sistemas integrados lavora-pecuária (PEDREIRA & 
PRIMAVESI 2009; BERNDT, 2009), possuem grande potencial de mitigação dos GEE. A 
temperatura ambiental também pode afetar a produção de gases, tanto indiretamente pela 
interferência na composição química das plantas, como de forma direta, alterando o 
comportamento ingestivo do animal e as características da digestão (MOSS, 2000). 
Precursores do propionato, como fumarato ou malato, reduzem a formação de metano, agindo 




2.2 Ambiente e fermentação ruminal  
 
No rúmen há populações de bactérias, protozoários e fungos, envolvendo atividades 
integradas entre diferentes espécies, com a etapa final realizada pelas arqueas metanogênicas 
(McALLISTER et al., 1996). A composição e a quantidade da dieta, assim como a ingestão de 
matéria seca (MS), tem impacto sobre o padrão de fermentação ruminal, podendo alterar a 
taxa de crescimento destes microrganismos. Diferentes substratos determinarão a comunidade 
de microrganismos que os fermentarão, alterando a proporção molar entre os AGCC 
(VALADARES FILHO, 2006). De forma geral, em dietas à base de forragens, as proporções 
entre os AGCC no rúmen se mantêm em torno de 65:25:10 moles de acetato, propionato e 
butirato, respectivamente, enquanto que para dietas com maior proporção de concentrado se 
encontram ao redor de 50:40:10 moles (CARVALHO et al., 2003). 
 No ambiente ruminal, os microrganismos estão distribuídos no líquido ruminal, 
aderidos à fração sólida da digesta ou ligados à parede ruminal. O processo de fermentação é 
dependente das interrelações na microbiota ruminal (YOKOYAMA & JOHNSON, 1993). 
As bactérias se encontram agrupadas em função do substrato que fermentam e podem 
ser classificadas em fermentadoras de carboidratos estruturais, não-estruturais, proteolíticas e 
lipolíticas (RUSSELL, 2002). Bactérias celulolíticas tem a habilidade bioquímica de produzir 
a celulase, enzima que pode hidrolisar a celulose e outros carboidratos. Exemplos de bactérias 
celulolíticas são: Bacteroides succinogenes, Ruminococcus flavefaciens, Ruminococcus albus, 
Clostridium e Cillobacterium cellulosolvens. Os protozoários são importantes na fermentação 
ruminal e se caracterizam por serem microrganismos anaeróbios, unicelulares, com tamanho 
variando de 20 a 200 μm (DEHORITY, 1993). Sua população varia de acordo com o tipo de 
substrato e sua concentração se encontra entre 104 a 106 protozoários/mL de conteúdo ruminal 
e pode representar de 40 a 60% do total da biomassa ruminal (ARCURI & CARNEIRO, 
2006). Segundo Nogueira Filho et al. (2001), o tempo decorrido após a alimentação, o 
consumo alimentar, a produção de saliva, a taxa de fermentação e a concentração de seus 
produtos finais (RUSSELL & RYCHLIK, 2001) são fatores relacionados ao número de 







2.3 Estratégias nutricionais para diminuição da perda energética através do metano 
 
A manipulação do metabolismo ruminal, através da qualidade de alimento fornecido, 
constitui-se em importante fator que afeta a taxa de emissão de metano entérico (JOHNSON 
& JOHNSON, 1995). Porém, a manipulação dietética-nutricional dos parâmetros de 
fermentação ruminal se torna uma estratégia direta de maior potencial em termos de 
simplicidade e efetividade (BONILLA & LEMUS, 2012). Os ruminantes são dependentes de 
produtos da fermentação, como os AGCC e, com o intuito de minimizar as perdas energéticas 
da dieta por metanogênese, diversas estratégias nutricionais são estudadas. Russell (2002) 
relatou que entre as características de uma fermentação ideal está a baixa produção de metano, 
visando ótima eficiência alimentar, maior produtividade e consumo baixo de matéria seca. 
Entretanto, Johnson et al. (1993) detectaram associação negativa entre emissão de metano e 
energia digestível, quando expressa em porcentagem da energia bruta ingerida. Nkrumah et al. 
(2006) relataram que novilhos com baixa conversão alimentar e, portanto, mais eficientes, 
produziram menos metano do que novilhos menos eficientes. Isto posto, torna-se claro o 
objetivo de vários pesquisadores de possuir maior entendimento e controle sobre o 
metabolismo ruminal (SCHELLING, 1984), assim como estudar estratégias para diminuição 
da produção de metano. Diversos métodos foram desenvolvidos com o objetivo de se 
quantificar a emissão de metano por ruminantes, sob diferentes condições (MURRAY et al., 
1976; FRANCE et al., 1993; JOHNSON et al., 1994). Tem sido objeto de estudo por 
nutricionistas a busca por estratégias para aumentar a eficiência do rúmen, atenuando a 
produção de metano, sem causar impacto negativo sobre a produtividade animal 
(McALLISTER et al.,1996). Altas proporções de amido nas dietas diminuem a produção de 
CH4 por unidade de matéria orgânica fermentável no rúmen, devido ao aumento da produção 
de propionato. O metabolismo ruminal pode ser alterado de forma direta ou indireta para 
melhorar a digestibilidade do alimento fornecido (VARGA & KOLVER, 1997), sendo que a 
ação de aditivos alimentares, sobre o metabolismo ruminal, modulam determinadas vias 
metabólicas dos microrganismos ruminais, agindo como modificadores de fermentação 





2.4 Estratégias de mitigação de metano e recuperação de nutrientes dos dejetos 
 
Parte do alimento ingerido pelos bovinos não é totalmente aproveitada e acaba sendo 
descartada, em função da não digestão dos nutrientes. O alimento não aproveitado pelo animal 
é descartado na forma de dejetos, tornando-se o principal resíduo do sistema de produção de 
bovinos. Esses dejetos são compostos orgânicos ricos em macro e micronutrientes, possuem 
alto teor energético (CASTRILLÓN et al., 2002). Na bovinocultura leiteira, Van Horn et al. 
(1994) observaram que do total da energia ingerida pelas vacas, 33% é perdida através dos 
dejetos.  
Uma vaca produtora de leite, com idade média de 24 meses e produzindo 15 kg de 
leite, produz aproximadamente 45 kg de dejetos por dia. Já, uma vaca de corte produz 
aproximadamente 28 kg de dejetos por dia e em média, ambas produzem no mínimo 13 L de 
urina por dia (FUENTES YAGUE,1992).  
Van Horn et al. (1994) realizaram estimativas da produção de dejetos por vacas 
holandesas com 635 kg de peso corporal e estimaram uma dejeção anual de 22.805 kg de 
dejetos totais. Morse et al. (1992) estimaram que vacas leiteiras excretam por dia (fezes + 
urina) 54 g de P, 168 g de K, 119 g de Ca, 55 g de Na e 46 g de Mg.   
Os dejetos orgânicos estocados nos currais de confinamento podem produzir de 7 a 
27% das emissões totais de CH4 relacionadas aos ruminantes (KREUZER & 
HINDRICHSEN, 2006). Entretanto, segundo Santos & Lucas Júnior (2004), todo processo de 
produção gera resíduo e todo resíduo armazena alguma energia. Os sistemas de produção 
podem reverter esse resíduo em energia, baratear seu custo de produção e funcionar de forma 
energeticamente equilibrada. Sistemas sustentáveis de produção animal buscam o máximo de 
rendimento com o mínimo de desperdício, com o objetivo de reduzir os impactos ambientais e 
melhorar a eficiência. Uma alternativa para minimizar os impactos causados pela grande 
geração de resíduos alimentares são os processos biológicos de reciclagem de nutrientes. 
Estes processos utilizam os resíduos provenientes da produção animal como matéria prima 
para a geração de subprodutos de valor agregado, tornando a atividade técnica e 
economicamente viável.  
A biogasificação é um processo de reciclagem de nutrientes, no qual ocorre uma 
complexa interação de microrganismos, que degradam os diversos componentes orgânicos, 
até a forma final de biogás e biofertilizante. O biodigestor é uma câmara de fermentação 




eficiente. O uso de biodigestores nos sistemas de produção animal é visto como ferramenta 
importante, pois eles promovem o tratamento do resíduo e retornam parte da energia, que 
seria perdida, de volta ao sistema produtivo, através da queima do gás e recuperação dos 
nutrientes contidos nos dejetos (SILVA et al., 2005). No processo de biodigestão anaeróbia o 
pH é um fator importante, sendo a faixa ótima para a digestão anaeróbia valores de o pH entre 
6,0 e 8,0 (BATISTA, 1981). O biogás é formado por metano, dióxido de carbono e 
nitrogênio, obtido a partir da fermentação anaeróbia dos dejetos. O metano é o principal 
componente do biogás e, segundo Castrillón (2002), o potencial energético do biogás ocorre 
em função da quantidade deste gás.  
O metano representa de 60 a 80% da composição da mistura de gases (BEDUSCHI et 
al., 1985). O potencial de produção de biogás dos dejetos varia conforme as diferentes 
espécies animais, dependendo do material orgânico do substrato, do tipo de tratamento e da 
temperatura. A produção diária de biogás, encontrada por Nogueira et al. (2013), a partir de 
dejetos de bovinos de corte confinados, foi de 0,056 m3, com teor médio de 79,6% de metano, 
resultando em um potencial de produção diário de metano de 0,043 m3 por quilograma de 
dejeto in natura. Em outro estudo, Hardoin et al. (2003) afirmaram que em confinamento de 
100 vacas, biodigestor pode produzir um volume diário de 118 m3 de biogás/dia, volume este 
suficiente para atender com energia elétrica a demanda da ordenhadeira, do resfriador de leite, 
do triturador, do desintegrador, do misturador de ração e da bomba de água. 
 
2.5 Metodologias para estimar a produção de metano em ruminantes 
 
A produção animal sustentável tem sido preocupação na busca por estratégias para 
reduzir as emissões de gases de efeito estufa, vem sendo notável o crescimento da produção 
brasileira de carne bovina, em termos quantitativos e qualitativos. Desta forma, surge a 
oportunidade de pesquisas e desenvolvimento de novas técnicas mais acuradas, simples e 
rápidas, para mensurar a produção de metano entérico e outros parâmetros da fermentação 
ruminal, visando à diminuição na emissão de GEE. 
Técnicas estão sendo estudadas desde a década de 50 e as câmaras calorimétricas os 
primeiros sistemas descritos na literatura com esta finalidade de mensurar a produção de 
metano. A utilização desta técnica foi primordial para coletar os primeiros dados de emissão 




informações foram utilizadas para se estabelecerem equações que geraram as tabelas de 
exigências de energia líquida para gestação, ganho de peso e lactação (NRC, 2001). A 
vantagem da técnica calorimétrica é a acurácia; em contrapartida, é dispendiosa e requer 
treinamento do animal para adequação às condições de restrição de movimento (JOHNSON 
& JOHNSON, 1995).  
A técnica in vitro é mais prática e rápida em relação às técnicas in vivo, sendo 
utilizada frequentemente por pesquisadores para a determinação da digestibilidade da MS e 
mensuração da produção de gases pela fermentação ruminal, em que uma amostra do 
conteúdo ruminal simula em frascos de vidro as condições da fermentação no rúmen. Porém, 
é impossível mimetizar em um frasco a complexidade do conteúdo ruminal, sendo que a dieta 
a qual o animal é submetido pode afetar os resultados (CHERNEY & SICILIANO; 1993).  
A técnica do gás traçador, para determinação de metano ruminal, foi criada e 
desenvolvida na Washington State University, Estados Unidos (JOHNSON & JOHNSON, 
1995), e adaptada no Brasil por PRIMAVESI et al. (2004). Esta técnica consiste em pequena 
cápsula, na forma de tubo metálico, contendo o gás hexafluoreto de enxofre (SF6), que é 
inserida no rúmen do animal. Um cabresto é colocado na cabeça do animal, conectado a uma 
canga de tubos de PVC. Os gases diluídos que saem da boca e das narinas do animal 
misturados ao ar ambiente são captados por essa canga e, posteriormente, aferidos no período 
de 24 horas, através de coletas diárias (WESTBETRG et al., 1998), sendo o metano e o SF6 
quantificados por cromatografia gasosa (ABDALLA et al., 2008; RIVERA et al., 2010). Esta 
técnica não necessita de animais confinados, pois estes podem se deslocar para as áreas de 
pastagens, facilitando, desta forma, o manejo e a adaptação dos animais. Cabe mencionar que 
esta técnica mensura apenas o metano eructado, não sendo possível quantificarem-se os 
AGCC, o que prejudica a compreensão do processo global da fermentação ruminal. 
A técnica ex-situ (micro-rúmen) de mensuração de metano vem sendo desenvolvida no 
Departamento de Nutrição e Produção Animal da Faculdade de Medicina Veterinária e 
Zootecnia da Universidade de São Paulo, no Campus USP Fernando Costa, em 
Pirassununga/SP, Brasil, com o objetivo de mensurar os produtos da fermentação ruminal 
(CH4 e AGCC). O princípio desta técnica consiste em deixar as amostras de conteúdo ruminal 
dentro dos frascos de vidro de 50 mL (micro-rúmen) incubados em banho-maria, simulando 
as condições predominantes no rúmen (presença de microrganismos, anaerobiose, temperatura 




após o bloqueio da fermentação, as quantificações dos produtos finais da fermentação ruminal 
(CH4, AGCC) são realizadas e as perdas energéticas do metano são expressas em relação aos 
demais produtos da fermentação ruminal (RODRIGUES et al., 2012). 
A vantagem desta técnica é a possibilidade de quantificação dos produtos finais da 
fermentação ruminal, sendo possível relacionar as perdas energéticas de produção de CH4 em 
relação à energia total produzida. Também permite avaliar o perfil fermentativo do ruminante 
durante o dia, através de coletas em diferentes tempos de amostragens do conteúdo ruminal.  
 
2.6 Uso de enzimas exógenas no metabolismo ruminal  
 
Entre a utilização de produtos biotecnológicos que modificam os parâmetros de 
fermentação ruminal, destaca-se a suplementação com enzimas, que são extraídas de fungos 
ou bactérias, que, em atuação conjunta com as enzimas produzidas pelos microrganismos 
ruminais, visam aumentar a eficiência do processo fermentativo. As enzimas são proteínas de 
alta complexidade molecular que, sob condições específicas de umidade, temperatura e pH, 
atuam sobre os substratos específicos, agindo como catalisadores, acelerando e possibilitando 
uma reação (BEAUCHEMIN et al., 1999). Dessa forma, a degradação dos polissacarídeos 
estruturais é favorecida e se aumenta a taxa de degradação da fibra, promovendo uma 
melhoria no desempenho produtivo em razão de seus efeitos nos processos digestivos, da 
degradação da parede celular, da manutenção de níveis adequados de amônia no rúmen e da 
estabilização do pH ruminal (DOREAU et al., 2010). Segundo Avallaneda-Cevallos et al. 
(2004) relataram que a adição de enzimas fibrolíticas em dieta à base de forragem para 
cordeiros foi eficiente em aumentar a degradação ruminal da fibra em detergente ácido (FDA) 
e a digestibilidade da hemicelulose. Isso pode ocorrer devido a efeitos sinérgicos entre 
enzimas exógenas adicionadas na dieta e microrganismos ruminais, já que a enzima altera a 
estrutura do alimento e o torna mais vulnerável à ação microbiana (BEAUCHEMIN et al., 
2004; EUN & BEAUCHEMIN, 2007).  
O efeito positivo das enzimas nas dietas depende de sua estabilidade no alimento e no 
rúmen, de sua capacidade em quebrar os polissacarídeos da parede celular da forragem e da 
habilidade dos animais em utilizar os produtos oriundos destas reações (BHAT, 2000). De 




conversão e na eficiência da digestão, facilitando a quebra das paredes celulares das 
forragens, e aumentando a produção de carne ou leite. 
 
Tipos de enzimas 
 
O aproveitamento de alimentos fibrosos pelos ruminantes está relacionado com a 
síntese e secreção de enzimas pelos microrganismos do rúmen, acelerando, assim, a 
fermentação destes compostos presentes na dieta através da utilização de enzimas exógenas, 
como a celulase e xilanase. Com o objetivo de aumentar a eficiência de utilização dos 
alimentos pelos ruminantes, as enzimas exógenas, em atuação conjunta com as enzimas 
produzidas pelos microrganismos ruminais, potencializam a degradação dos polissacarídeos 
estruturais, aumentam a taxa de degradação da fibra e incrementam a taxa de digestão da 
celulose e hemicelulose no rúmen (DEHORITY & TIRABASSO, 1998). 
As enzimas amilolíticas promovem a hidrólise do amido em açúcares redutores, as 
amilases podem ser divididas em: 1) α-amilase, que rompe as ligações no interior do 
substrato, 2) β-amilase, que hidrolisa unidades das extremidades não redutoras do substrato e 
3) glucoamilase, qual libera unidades de glicose do terminal não-redutor das moléculas do 
substrato (MORAES, 2004). Por meio da ação hidrolítica, a amilase aumenta a 
disponibilidade de produtos resultantes da hidrólise do amido no rúmen, como os 
oligossacarídeos, alterando o processo de fermentação pelo fornecimento de substratos mais 
hidrolisáveis pelos microrganismos, aumentando a degradação do amido no rúmen 
(TRICARICO et al., 2008). 
Fungos do gênero Aspergillus são considerados importantes produtores da enzima 
xilanase, utilizada na indústria de alimentos para animais. Esse gênero é encontrado no 
ambiente, sendo cosmopolita, caracterizado pelo seu rápido crescimento e alta capacidade de 
utilizar diversos substratos. A eficácia dessas enzimas é parcialmente devida à hidrólise 
melhorada da fibra, aumentando sua digestibilidade (DE HAAN et al., 2007). Os fungos são 
capazes de colonizar fragmentos de plantas, penetrando na cutícula e na parede celular de 
tecidos lignificados, como nas fibras presentes no rúmen, produzindo grandes quantidades de 






A estabilidade da enzima no rúmen pode ser natural ou artificialmente induzida pela 
glicolisação enzimática, que envolve a ligação covalente de monossacarídeos a cadeias 
específicas de aminoácidos nas enzimas. A formulação dos complexos enzimáticos 
comerciais é padronizada em função de sua capacidade em degradar a celulose. Estes 
produtos constituem compostos multienzimáticos, que desempenham diferentes atividades 
hidrolíticas (MORGAVI et al., 2000). Diferentes pesquisas têm mostrado que a adição de 
altos níveis de enzimas para todas as dietas podem produzir respostas menos desejáveis do 
que níveis baixos. Lewis et al. (1999) relataram que vacas em nível médio (2,5 mL/kg da MS) 
de suplementação enzimática produziram mais leite do que vacas em baixo (1,25 mL/kg da 
MS) ou alto (5,0 mL/kg da MS) nível de inclusão. 
Beauchemin et al. (2000) relataram que nível alto (3,67 L de enzima/tonelada da MS) 
foi menos eficaz do que nível baixo (1,22 L de enzima/tonelada da MS). Dawson & Tricario 
(2008) ressaltaram a necessidade de determinar o nível ideal de aplicação para cada 
preparação enzimática. 
 
Métodos de fornecimento de enzimas para alimentação de ruminantes 
 
A adição das enzimas nas dietas é fator importante para sua ação em ruminantes 
(YANG et al., 2000). O período ótimo para os efeitos da enzima se concentra nas primeiras 6 
a 12 h do processo de digestão (DAWSON & TRICARIO, 1998). No entanto, a ação ocorre 
antes da colonização bacteriana ao substrato da alimentação. Newbold (2002) relatou que as 
enzimas devem funcionar dentro de algumas horas após a alimentação, antes de serem 
degradadas pela atividade proteolítica dos microrganismos do rúmen. A adição de enzimas 
exógenas nos alimentos aumenta a ligação da enzima com o substrato, o que aumenta a 
resistência das enzimas à proteólise e prolonga o seu tempo de residência no interior do 
rúmen. Estudos sugerem que a administração de enzimas diretamente no alimento seria mais 
eficaz do que quando administradas no rúmen (McALLISTER et al., 1999). Aplicar enzimas 
exógenas na forma líquida em alimentos, antes do consumo, pode ter efeito positivo sobre o 
desempenho animal (RODE et al., 1999; YANG et al., 2000). Os alimentos secos possuem 
teor de umidade ideal à atuação enzimática e, em alimentos úmidos, a dose necessária é mais 
elevada (BEAUCHEMIN & RODE, 1996). Fisiologicamente, existem diferentes formas de 
ação das enzimas exógenas e esses efeitos podem ser simples, como a liberação de 




et al. (2006) estudaram o efeito da suplementação com 12 g de enzimas fibrolíticas 
(Fibrozyme – ALLTECH), compostas por celulase e xilanase, e encontraram efeito 
significativo na digestibilidade de 31,49 a 39,20%, na ausência ou com aditivo, avaliando 
silagem de milho e feno de Tifton 85 cortado aos 90 dias em dietas compostas por 70% de 
volumoso. 
Fornecendo dieta concentrada suplementada com enzimas para bovinos em 
terminação, Beauchemin et al. (1997) mostraram aumento de 11% na conversão alimentar, 
resultando em aumento de 6% em ganho de peso e diminuição de 5% na ingestão de alimento. 



























HIPÓTESE E OBJETIVO 
 
 A hipótese do presente trabalho é que a eficiência de utilização dos alimentos pelos 
ruminantes, utilizando diferentes tipos de enzimas exógenas, é aumentada, 




 Avaliar o uso de enzimas na alimentação de ruminantes como estratégia nutricional 
visando à mitigação do CH4 entérico, determinado pela técnica ex-situ, e avaliar 

















3 MATERIAL E MÉTODOS 
3.1 Local experimental e bioética  
 
O projeto foi aprovado pela Comissão de Ética no Uso dos Animais da Universidade 
de São Paulo, sob o protocolo no 9296281113, e o experimento realizado no Departamento de 
Nutrição e Produção Animal (VNP) da Faculdade da Medicina Veterinária e Zootecnia 
(FMVZ) da Universidade de São Paulo (USP), Campus da USP Fernando Costa, em 
Pirassununga/SP, nas instalações do Laboratório de Nutrição de Ruminantes.  
3.2 Manejo e alimentação dos animais 
 
Foram utilizadas cinco vacas holandesas não gestantes e não lactantes, com peso vivo 
de 923,04 ± 86,76 kg e portadoras de cânula ruminal. Os animais foram pesados no primeiro e 
no último dia de cada período experimental e mantidos em instalação coberta, em baias 
individuais com cochos de cimento e bebedouros automáticos comuns a cada dois animais, 
bem como camas de areia que proporcionaram maior conforto e bem-estar.  
As dietas foram ofrecidas ad libitum, duas vezes ao dia, às 8h00 da manhã e às 16h00 
da tarde, na forma de ração completa, na qual as diferentes enzimas eram bem misturadas às 
dietas nos cochos. Alimento foram disponibilizadas aos animais na proporção 30% de 
volumoso e 70% de concentrado.  
A fonte de volumoso utilizada foi a silagem de milho e o concentrado consistiu-se de 
milho em grão moído, farelo de soja, ureia, sal comum, calcário e suplemento mineral. As 
proporções dos diversos ingredientes nas dietas experimentais e a composição química das 








   
                Tabela 1 - Proporção de nutrientes e análise química das dietas experimentais 
Ingrediente (%MS)                             Dieta basal 
Silagem de milho 
 
30,00 
Milho em grão moído 
 
61,67 

















Matéria seca (%) 
 
76,48 
PB (% MS) 
 
13,24 
PDR2 (% PB) 
 
65,10 
PNDR2 (% PB) 
 
34,90 
FDN (% MS) 
 
26,98 
FDNe2 (% MS) 
 
22,60 
FDA (% MS) 
 
14,13 
CNE2 (% MS) 
 
46,10 
Amido2 (% MS) 
 
39,30 
MM (% MS) 
 
4,56 
Ca (% MS) 
 
0,48 
P (% MS) 
 
0,34 
EE (% MS) 
 
3,16 






                             1Suplemento mineral e vitamínico, quantidade por kg de produto: 200 g de cálcio, 60 g de fósforo, 20 g de enxofre, 20 g de 
magnésio, 70 g de sódio, 15 mg de cobalto, 700 mg de cobre, 700 mg de ferro, 40 mg de iodo, 1.600 mg de manganês, 19 mg 
de selênio, 2.500 mg de zinco, 200.000 UI de vitamina A, 50.000 UI de vitamina D3, 1.500 UI de vitamina E; 2Estimado 






3.3 Delineamento experimental e tratamentos  
 
O experimento foi dividido em cinco períodos, onde cada período teve duração de 21 
dias, sendo 15 dias de adaptação às dietas e os seis últimos dias destinados à coleta de dados. 
A partir do dia 16 até o dia 21 foram coletados os dados de consumo de matéria seca (CMS). 
Entre 10 ao 20 foram feitas coletas de dados de digestibilidade por meio do marcador de 
óxido crômico, constituído por duas fases, sendo os cinco primeiros dias para adaptação ao 
marcador e os cinco últimos para coleta de dejetos, no dia 17 foi avaliado o comportamento 
ingestivo. O 19 dia foi destinado à coleta de conteúdo ruminal para determinação dos 
parâmetros da fermentação ruminal (pH, N-NH3, protozoários, CH4, AGCC e PER). A 
dinâmica ruminal foi avaliada nos 20 e 21 dias pela técnica de esvaziamento ruminal. 
O delineamento experimental utilizado foi o quadrado latino 5x5, utilizando-se como 
unidade experimental o animal dentro de cada período. O experimento contou com 25 
unidades experimentais, sendo: 5 animais, 5 tratamentos e 5 períodos. Os animais foram 
distribuídos em uma das cinco dietas experimentais (isoenergéticas e isoproteicas), que 
diferiram de acordo com as enzimas utilizadas, conforme descrição:  
1) Controle: dieta sem adição de enzimas; 
2) Amilase: dieta com 7,5 g de amilase/animal/dia (Amaize©, ALLTECH); 
3) Xilanase: dieta com 15 g de xilanase/animal/dia (Fibrozyme©, ALLTECH); 
4) Celulase + Protease: dieta com 7,5 g celulase + protease/animal/dia (Allzyme VegPro 
PO©, ALLTECH);  
5) Pool: dieta com 30 g de mistura de enzimas (3,75 g de amilase, 7,5 g de xilanase e 3,75 g 
de celulase + protease)/animal/dia.   
 
3.4 Características avaliadas de consumo, digestibilidade e comportamento ingestivo 
 
         Consumo de matéria seca  
O CMS foi avaliado nos últimos 6 dias de cada período experimental, pela diferença 
entre alimento fornecido em um dia e a sobra de alimento, coletada e pesada na manhã 




obtenção do peso das sobras do dia anterior, procurou-se manter a quantidade de sobras na 
proporção de 5 a 10% do ofertado. Nos mesmos dias, juntamente com o CMS, foram 
amostrados os alimentos utilizados nas dietas. Para análise química das amostras de alimento 
oferecido, foi retirada uma alíquota de 200 g, a qual foi acondicionada em embalagem 
plástica, identificada e armazenada em freezer a -20 °C até o momento das análises químicas.   
 
Digestibilidade dos nutrientes 
 A digestibilidade aparente total da MS da dieta e suas frações (PB, EE, CNF, MO, 
FDN, FDA e EB) foram determinadas através do marcador óxido crômico, segundo 
BATEMAN (1970). Foram administrados, via cânula ruminal, 15 g/vaca/dia do marcador, por 
meio de envelopes confeccionados em papel absorvente. O ensaio foi constituído por duas 
fases (Figura 2), sendo a primeira para adaptação ao marcador e a segunda para coleta de 
fezes. Para determinação da composição das fezes, foi retirada uma alíquota de 200 g por 
animal, duas vezes ao dia. As amostras foram armazenadas em sacos plásticos, identificadas 
de acordo com o animal e com o período de coleta e mantidas em freezer a -20 °C para 
posterior determinação da concentração de óxido crômico, segundo Conceição et al. (2007), 
bem como de sua composição química.  
Ao final do período experimental, as amostras dos alimentos e das fezes foram 
analisadas para determinação dos teores de matéria seca (MS), obtidos por meio de secagem a 
55 ºC durante 72 horas. Depois de secas, as amostras foram moídas em moinho willey, com 
peneiras de 1 mm, e armazenadas em frascos até o momento da análise do alimento e das 
fezes. As amostras foram analisadas para obtenção da MS segundo AOAC (2006; método 
930,15), matéria mineral - MM (AOAC, 2006; método 942,05), conteúdo de nitrogênio pelo 
método de micro-Kjeldahl (AOAC, 2006; método 920,87), extrato etéreo - EE (AOAC, 1990; 
método 920,85), cálcio - Ca (AOAC, 1995; método 968,08) e fósforo - P (AOAC, 1990; 
método 965,17).  
Fibra em detergente neutro (FDN) e fibra em detergente ácido (FDA) foram analisadas 
segundo VAN SOEST (1991). A análise de lignina foi realizada sobre os resíduos de FDA, 





Comportamento ingestivo  
O comportamento ingestivo foi realizado no 17 dia, por 24 horas, iniciando-se às 
8h00 da manhã e terminando às 8h00 da manhã do dia seguinte, por meio de monitoramento 
visual. Os animais foram observados a cada cinco minutos, sendo avaliados os seguintes 
parâmetros: comendo (C), bebendo (B), ruminando (R) e ócio (O), conforme metodologia 
descrita por Maekawa et al. (2002). Os resultados referentes aos dados de comportamento 
ingestivo foram obtidos utilizando-se equações, nas quais a soma de todos os eventos 
comendo representa o número diário de eventos comendo (NEC; eventos/dia). As demais 
atividades, como o número de eventos bebendo (NEB), ruminando (NER) e ócio (NEO) 
foram calculadas da mesma forma. O número diário de eventos mastigando foi obtido pela 
somatória do número de eventos comendo e ruminando. O tempo total comendo (TTC; 
min/dia) foi definido como a soma de todas as atividades comendo. O tempo médio comendo 
por evento (TCE; min/evento) foi obtido pelo TTC dividido pelo número de eventos 
comendo. Foram realizados os tempos totais de ruminação, bebendo, ócio e os tempos médios 
de ruminação, bebendo e ócio por evento. O tempo total de mastigação (TTM; min/dia) foi 
calculado pela soma do TTC e do TTR. O número diário de eventos de mastigação (NEM; 
eventos/dia) foi obtido pela soma do NEC e do NER, enquanto o tempo médio de mastigação 
por evento (TME; min/evento) foi calculado pela razão entre TTM e NEM. 
A taxa de ingestão (kg/evento) foi determinada como sendo a razão entre o consumo 
médio de MS e o NEC. A taxa de ingestão de FDN (kg/evento) foi determinada como sendo a 
razão entre o consumo médio de FDN e o NEC. A taxa de ingestão de MS ou FDN (min/kg) 
foi determinada pela razão entre TTC e as quantidades médias de MS ou FDN ingeridas. As 
taxas de ingestão da MS ou FDN (kg/min) foram calculadas pela razão entre as quantidades 
médias de MS ou FDN ingeridas e o TTC. Os mesmos cálculos foram realizados para as taxas 








3.5 Características avaliadas da fermentação ruminal 
 
Dinâmica Ruminal   
A dinâmica ruminal foi avaliada nos dias 20 e 21 de cada período experimental, 
utilizando-se a técnica de esvaziamento ruminal, antes da alimentação matinal e 3 horas após 
a alimentação da manhã, o conteúdo do rúmen foi removido manualmente via cânula ruminal 
de acordo com Chilibroste et al. (2000) e colocado em baldes. A separação entre líquidos e 
sólidos foi realizada pela filtragem da porção líquida através de uma peneira. Em seguida, os 
materiais líquido e sólido foram pesados separadamente, sendo coletada uma alíquota de 5% 
do conteúdo sólido de cada animal para mensuração do teor de matéria seca do conteúdo 
ruminal; imediatamente depois de disso, o conteúdo ruminal foi devolvido de volta no rúmen. 
As amostras foram secas a 55 °C durante 72 h e, por meio da massa de cada amostra, foi 
calculada a MS do conteúdo ruminal. Com os valores de conteúdo ruminal e CMS foi 
calculada a variável Taxa de desaparecimento da massa sólida, que foi expressa em %/h e em 
kg/h. 
  Taxa de desaparecimento da massa sólida (%/h): 
 
 Taxa de desaparecimento da massa sólida (kg/h): 
 
 
Técnica de fermentação ruminal (micro-rúmen)  
O princípio desta técnica consiste em deixar as amostras de conteúdo de rúmen dentro 
de frascos (micro-rúmen) incubados em banho-maria (39 ºC), simulando as condições 
predominantes do rúmen (presença de microrganismos, ambiente anaeróbio, temperatura de 
39 °C, saliva e pH fisiológico do rúmen). 
No 19º dia, o conteúdo ruminal foi coletado das vacas individualmente, antes da 
refeição matutina e 3, 6, 9 e 12 horas após a alimentação da manhã. Neste dia, os animais 




de intervalo da primeira refeição. Foram retirados aproximadamente 300 mL de conteúdo 
líquido com uma sonda acoplada a uma bomba de vácuo e 300 g de conteúdo sólido 
manualmente em cada tempo de amostragem, a partir de três pontos diferentes, através da 
cânula ruminal. As duas frações foram misturadas em proporções iguais (50% de fase líquida 
e 50% de fase sólida) e homogeneizadas antes de se determinar os produtos da fermentação 
ruminal (AGCC, CH4 e N-NH3) com a técnica da fermentação ruminal ex situ, de acordo com 
Rodrigues et al. (2013). 
 
Procedimento da técnica de fermentação ruminal 
Foram preparados quatro frascos por animal, sendo que dois frascos foram usados para 
a incubação (T30) e dois deles foram utilizados como branco (T0). Uma aliquota de 30 mL do  
conteúdo ruminal composto e homogeneizado foi adicionado através de um funil em cada um 
dos quatro frascos de tipo penicilina de 50 mL de capacidade. Após a alocação do conteúdo 
dentro dos frascos, estes foram tampados imediatamente com rolha de borracha e seladas com 
vedação de alumínio, com a ajuda de um alicate de recrave, e identificados com lacre. Em 
seguida, os frascos foram lavados com CO2, por meio de agulhas para entrada e saída para 
garantir um ambiente anaeróbio e incubados a 39 °C durante 30 minutos. As fermentações 
foram inativados por autoclave durante 15 minutos.  
 
Medição de volume e concentração do gás metano 
A mensuração do volume do gás total produzido pelas amostras, nos frascos incubados 
(T30) e não incubadas (T0) foi feita utilizando-se um transdutor de pressão (Datalogger 
Universal - modelo Logger AG5000) conectado a uma seringa com agulha e a uma válvula 
de três saídas do transdutor. O volume de gás foi obtido pela soma entre o volume obtido no 
transdutor mais (“head space”). A determinação da concentração de CH4 foi realizada por 
cromatografia gasosa (Trace 1300, Thermo Fisher Scientific®, Rodano, Milão, Itália), 
injetando 0,5 mL do gás de cada frasco, de acordo com Kaminski et al. (2003), em um 





Cálculo de volume de líquido e concentração de AGCC  
O volume do líquido ruminal dentro dos frascos incubadas (T30) e não incubadas (T0) 
foi calculado pela diferença entre peso do frasco da amostra após secagem num forno com 
circulação forçada de ar a 105 °C durante 24 horas e o peso do líquido antes do forno. O teor 
de sólidos dos frascos foi obtido pela diferença de peso entre o frasco contendo a amostra 
após secagem no forno e o peso do frasco vazio (antes do enchimento com amostra de 
conteúdo ruminal). Para análise de AGCC, foi retirado 2,0 mL do conteúdo ruminal de cada 
frasco. Esta fração líquida foi colocada em tubos de ensaio e centrifugada a 2000 rpm durante 
20 minutos. Em seguida, 2,0 mL do sobrenadante foram acondicionado em tubo de ensaio 
contendo 0,4 mL de ácido fórmico PA e congelou-se a -20 ºC até o momento da análise, de 
acordo com Erwin et al. (1961). Os AGCC foram quantificados por cromatógrafia gasosa 
(Focus GC, Thermo Scientific®, Rodano Milão, Itália), utilizando coluna de vidro com 1,22 
m de comprimento e 0,63 cm de diâmetro interno, empacotada com fase estacionária 80/120 
Carbopack B-DA/4% (Supelco, Sigma -Aldrich®, St. Louis, MO, USA).  
 
Cálculos da produção de CH4 e AGCC 
A quantificação da produção de CH4 foi obtida pela multiplicação entre o volume total 
do gás (mL) e a concentração de CH4 na fase gasosa (mmol/mL), obtida no frasco incubado 
(T30) e, em seguida, o resultado foi subtraído do valor produzido no frasco não incubado (T0). 
A quantificação individual de AGCC foi obtida por meio da multiplicação do volume de 
líquido (mL) pela concentração de AGCC (mmoL/mL), obtida no frasco incubado (T30), e 
este valor foi subtraído do frasco não incubado (T0). Dessa forma, a produção de CH4 e 
AGCC foram determinadas utilizando-se da seguinte equação: 
Prod.CH4 = (Conc.CH4 x Volume gás total) T30 - (Conc.CH4 x Volume gás total) T0 
Na qual:  
Prod. CH4 = Produção de metano no momento entre a injeção do líquido ruminal no frasco até 
a inativação;  
Conc. CH4 = Concentração de CH4 (mmol/mL);  
Volume gás total: Volume de gás total obtido pela soma entre o volume obtido no transdutor 




T30 = Tempo de 30 min de incubação;  
T0 = Tempo de 0 min de incubação (frasco branco). 
 
Prod. AGCC = (Conc. AGCC x Vol. Liq. Total)T30 - (Conc. AGCC x Vol. Liq. Total) T0 
Na qual:  
Prod. AGCC = Produção de AGCC no momento entre a injeção do líquido ruminal no frasco 
e inativação;  
Conc. AGCC = Concentração de AGCC (mmol/mL);  
Vol. Liq. Total: volume líquido no frasco obtido por diferença de peso entre antes e depois da 
estufa (mL);  
T30 = Tempo de 30 min de incubação;  
T0 = Tempo de 0 min de incubação (frasco branco). 
Em seguida, as produções de CH4 e AGCC foram expressas com base no conteúdo sólido 
incubado nos frascos (gramas ou quilogramas). 
 
Cálculo da perda de energia relativa 
 Após a quantificação dos produtos da fermentação (CH4 ou AGCC) sobre a amostra 
contida em cada frasco, cada produto foi multiplicado pelo seu calor de combustão, a fim de 
se expressar a produção de metano em porcentagem da energia da fermentação produzida. 
Assim, a perda de energia relativa (PER) equivale à razão entre a energia contida no metano 
produzido e a somatória da energia contida em todos os produtos da fermentação 
quantificados (CH4 e AGCC), expressa em porcentagem. Para isso, foram utilizados os 
seguintes dados da literatura científica, assumindo: acético, propiônico, butírico, CH4 e CO2, 
de 0,015, 0,021, 0,025, 0,055 e 0,0 MJ/g ou 0,88, 1,54, 2,20, 0,88 e 0,0 MJ/mol, 







Na qual:  
PER = Perda de energia relativa (%);  
CH4 = Metano (MJ/g ou MJ/mol);  
C2 = Ácido acético (MJ/g ou MJ/mol);  
C3 = Ácido propiônico (MJ/g ou MJ/mol);  
C4 = Ácido butírico (MJ/g ou MJ/mol).  
 
 
Concentração de nitrogênio amoniacal 
No 19 dia de cada período experimental, foram coletados conteúdo ruminal antes da 
refeição matutina e 3, 6, 9 e 12 horas após a alimentação da manhã para determinação da 
concentração de N-NH3. Uma alíquota de 2 mL da amostra de cada frasco foi centrifugada e 
colocada em tubo de ensaio contendo 1,0 mL de solução de ácido sulfúrico 1N e os tubos 
foram imediatamente armazenados em freezer até que se fizesse análise por colorimetria, de 
acordo com o método descrito por Kulasek (1972) e adaptado por Foldager (1977). O balanço 
foi obtido subtraindo-se a concentração de N-NH3 dos frascos incubados (T30), pela 
concentração dos frascos não incubados (T0). Com este procedimento é possível avaliar se o 
balanço da produção de amônia no rúmen é positivo ou negativo. Esta informação foi 
expressa em termos de alterações na concentração (mg/dL) por hora.  
Logo:  
Balanço de N-NH3 (mg/dL/h) = (Conc. 30 min (mg/dL) – Conc. 0 min (mg/dL)) x 2 
Onde 2 é o coeficiente utilizado para transformar dados de 30 min em 60 minutos (ou 1 hora). 
 
Mensuração de pH ruminal 
O pH ruminal foi mensurado no 19 dia de cada período experimental, em intervalos de 
10 minutos, durante 24 horas, utilizando-se probes de mensuração contínua (Penner et al., 




Dascor, Escondido, CA, USA), uma bateria alcalina de 9 Volts e um cabo para conexão no 
computador. Este material foi abrigado em uma cápsula de PVC resistente à água. O eletrodo 
de pH (Modelo S655CDHT, Dascor, Escondido, CA, USA) foi coberto por uma proteção de 
38 mm de diâmetro com quatro furos de 25 mm, que foram desenvolvidos para permitir a 
passagem de partículas e do líquido enquanto protege o eletrodo de entrar em contato direto 
com o epitélio ruminal. Dois pesos de 900 g foram acoplados ao eletrodo a fim de manter a 
probe no saco ventral do rúmen. Cada eletrodo foi calibrado usando padrões de pH 4,0 e 7,0 
antes e após a colocação das probes no rúmen. A obtenção dos valores de pH ruminal permite 
o cálculo das variáveis: pH médio, pH mínimo, pH máximo, área sob a curva e duração do 
tempo em que o pH permaneceu abaixo de 5,8, 6,0, 6,2 e 6,5.  
 
Contagem de protozoários 
A contagem total e diferencial de protozoários do rúmen foi realizada no 19 dia de 
cada período experimental. O conteúdo ruminal foi coletado de 5 animais manualmente a 
partir de 3 pontos diferentes, via cânula ruminal, e cada amostra coletada (10 mL de conteúdo 
ruminal) antes, 3, 6, 9 e 12 horas após a alimentação matinal foi armazenada em 125 frascos 
contendo 20 mL de formaldeído a 18,5% (v/v). Para posterior realização da contagem total e 
diferencial dos protozoários, foi utilizado 1 mL da amostra diluída com formol e foram 
adicionadas 2 gotas de verde brilhante a 2%, deixando repousar por 4 horas. Em seguida, 
foram adicionados 9 mL de glicerol a 30% e a mistura foi homogeneizada, tornando-se a 
amostra do líquido ruminal diluída 30 vezes. Para as contagens diferenciais dos protozoários, 
foi utilizada uma câmara de contagem “Sedgwick-Rafter” composta por retículo de 0,5 mm x 
0,5 mm de área, com subdivisões de 25 quadrículos, acoplada na ocular de um microscópio 
(Olympus, modelo CH2), conforme técnica descrita por Dehority (1993). Com a câmara 
acoplada ao microscópio, foram contados 100 campos ópticos através do retículo, com 
aumento de 100 vezes, sendo utilizado o fator de correção “16” multiplicado pelo valor médio 
da contagem dos campos. Por este método, diferenciou-se os gêneros: Isotricha, Dasytricha, 
Entodinium e a sub família Diplodinae (Diplodinium, Eudiplodinium, Ostracodinium e 





3.6 Características avaliadas da biodigestão anaeróbia das fezes. 
 
Ensaio de biodigestão  
Foram coletados pools representativos de fezes de cada animal, alimentados com 
diferentes dietas, em cada período. Os tratamentos foram determinados com base nas fezes de 
vacas que receberam dietas diferentes. Os substratos (água + fezes + inóculo) foram 
preparados, a fim de conter 5% de ST, onde 10% dos ST proveniente do inóculo. O inóculo 
adveio de biodigestores contínuos da Faculdade de Ciências Agrárias e Veterinárias – Unesp - 
Campus de Jaboticabal - SP. Cada biodigestor foi abastecido com seu respectivo substrato, 
com uma carga única de 1,8 kg de substrato (Tabela 2). 
Para o ensaio de biodigestão anaeróbia das fezes foram utilizados 25 biodigestores do 
tipo batelada, os quais foram dispostos em delineamento inteiramente casualizado, com 5 
tratamentos e 5 repetições. Os biodigestores do tipo batelada foram constituídos por três 
cilindros retos de PVC com diâmetros de 7,5, 10 e 15 cm, acoplados sobre um cap de PVC 
com capacidade operacional de 2 litros de substrato em fermentação cada. Os cilindros de 10 
e 15 cm foram inseridos um no interior do outro, de tal forma que o espaço existente entre a 
parede externa do cilindro interior e a parede interna do cilindro exterior comportasse um 
volume de água (“selo de água”), atingindo profundidade de 50 cm. O cilindro de diâmetro 
intermediário teve as extremidades vedadas, conservando-se apenas uma abertura para 
descarga do biogás, e emborcado no selo de água, para propiciar condições anaeróbias e 
armazenar o gás produzido.  
Tabela 2 - Características dos substratos utilizados nos biodigestores. 
 
Tratamentos  
 Variáveis Controle Amilase Xilanase C + P Pool EPM Probab3 
ST (%)  4,1040 4,0020 4,3840 4,1240 4,2440 0,0810 NS 
SV (%)  3,7180 3,5920 3,9360 3,6060 3,7640 0,0762 NS 
PB (% de ST) 13,27 12,62 13,14 13,21 12,70 0,2499 NS 
MO (% de ST)  89,56 89,59 89,55 88,92 88,24 0,2682 NS 
EE (% de ST)  2,50 2,21 2,01 2,38 1,89 0,1032 NS 
FDN (% de ST) 38,66 38,74 35,00 34,69 35,35 0,8425 NS 
FDA (% de ST) 27,21 25,24 26,14 26,24 24,50 0,5599 NS 
Lignina (% de ST) 10,49 10,32 10,23 9,45 9,95 0,2499 NS 
EB (kcal/kg ST) 4279 4269 4205 4251 4119 28,521 NS 
 ST = sólidos totais; SV = sólidos voláteis; MO = matéria orgânica; PB = proteína bruta; EE = extrato etéreo; FDN = fibra em detergente 





Depois de abastecidos, os biodigestores foram acondicionados em uma câmara 
climática com temperatura controlada entre 30 a 38 oC. A temperatura ambiente foi 
monitorada diariamente por meio de termômetro digital ºC, antes de cada leitura do biogás. O 
ensaio de biodigestão anaeróbia teve duração total de 206 dias, iniciado em 12/08/2015 e 
finalizado em 05/03/2016, tempo este suficiente para que ocorresse a paralização na produção 
de biogás, indicando completa fermentação de todo material presente no biodigestor.  
 
 
Composição dos substratos 
Amostras dos substratos, pré e pós digestão anaeróbia, foram analisadas para 
determinação dos teores de matéria seca (MS), obtidos por meio de secagem a 55 ºC (forno de 
ar forçado) durante 48 horas. Depois de secas, as amostras foram moídas em moinho willey, 
com peneiras de 1 mm, para obtenção da MS, segundo AOAC (2006), em estufa de ar forçado 
a 105 °C, durante 4 horas, seguido de pesagem a frio (método 930.15); O conteúdo de 
nitrogênio foi determinado pelo método de micro-Kjeldahl e foi multiplicado por 6,25 para 
determinar conteúdo proteico (AOAC, 2006; método 920,87). Já o extrato etéreo foi 
determinado de acordo com a Associação de Químicos Analíticos Oficiais (AOAC, 1995), 
utilizando-se éter de petróleo leve no aparelho Soxhlet (método 920.39).  
A fibra em detergente neutro (FDN) e a fibra em detergente ácido (FDA) foram 
analisadas segundo VAN SOEST (1991), sendo que a análise de lignina foi realizada sobre os 
resíduos de FDA, utilizando-se o método de ácido sulfúrico direto (ROBERTSON & VAN 
SOEST, 1981). 
Determinação do pH 
Foram avaliadas as amostras do afluente e efluente, no início e final do experimento, 
com a utilização do pHmetro, de modo a se obter o valor exato do pH de cada solução.  
 
Teores de ST e SV 
Os teores de ST e SV das amostras coletadas do afluente e efluente durante o processo de 






Análise de biogás e metano 
 A mensuração do volume de biogás foi realizada após a leitura do deslocamento 
vertical do gasômetro (Figura 1), que foi medido em centímetros e os valores foram 
multiplicados pela área transversal interna dos gasômetros e corrigidos para as condições de 1 
atm e 20 ºC, obtendo-se o volume de biogás acumulado (m3), segundo o modelo proposto por 
Lucas Junior (1994). Após cada leitura, os gasômetros foram zerados utilizando-se o registro 
de descarga do biogás.  
 
Figura 1 -  Biodigestores e respectivos gasômetros (vista frontal). 
 
 
                                                                Arquivo pessoal 
 
Amostras de biogás foram colhidas em cada medição do volume de biogás, utilizando-
se uma seringa ligada ao registro de gás em cima do gasômetro. Primeiramente, os frasco de 
tipo penicilina de 50 mL de capacidade foram identificados, lacrados com rolha de borracha e 
lacre de alumínio e recravados com um alicate de recrave acoplado a uma válvula de 3 vias. 
Posteriormente, a amostra foi utilizada para lavagem dos fracos, o biogás foi injetado nos 
frascos por uma das vias e era expulso por outra, garantindo a eliminação de todo ar presente 
no frasco, por três vezes. Após a lavagem, 50 mL de biogás foram injetados nos frascos para 
análise de composição do biogás. 
A composição do metano foi analisada para toda amostra de biogás nos frascos. De cada 




injetados num cromatógrafo (Trace 1300, Thermo Fisher Scientific®, Rodano, Milão, Itália), 
de acordo com Kaminski et al. (2003), em um ambiente de temperatura controlada (25 °C).  
O cromatógrafo foi calibrado com gás padrão contendo 3,1% de metano, 3,1% de 
dióxido de carbono e 0,49% de óxido nitroso, diluído em atmosfera de ar. Utilizou-se como 
gás de referência padrão contendo 50% de metano e 50% de dióxido de carbono (mol/mol) e 
10% de N20 em balanço com He (mol/mol). 
O volume de metano foi calculado pela multiplicação do volume de biogás pela 
concentração de metano. Os potenciais de produção de metano foram calculados por meio das 
produções de metano, dividindo-se os valores de produção pelas quantidades de substrato, ST 
e SV adicionada e reduzida nos biodigestores durante o processo de biodigestão anaeróbia.  
 
3.7 Análises estatísticas  
Os dados foram analisados utilizando-se o procedimento PROC MIXED do SAS 9.4 
(SAS Institute Inc., Cary, NC, EUA). Inicialmente, os dados foram analisados em relação à 
presença de informações discrepantes (outliers), bem como foi verificada a normalidade dos 
resíduos pelo teste Shapiro-Wilk. A observação individual foi considerada atípica quando os 
desvios padrão em relação à média foram maiores que +3 ou menores que -3. Quando a 
suposição de normalidade não foi aceita, foi necessária a transformação logarítmica ou a raiz 
quadrada. O modelo incluiu o efeito de tratamento como fator fixo e os efeitos de animal e 
período como fatores aleatórios. Para os dados de CMS, digestibilidade, comportamento 
ingestivo, dinâmica ruminal e pH foi utilizado o seguinte modelo estatístico conforme a 
equação abaixo: 
 
Yijl = μ + Ti + Pj + Al+ eijl 
Na qual: 
Yijl = Observação referente ao Tratamentoi + Períodoj + Animall; 
μ = Média geral; 
Ti = Efeito fixo de tratamento; 




Al = Efeito aleatório de animal; 
eijl = Erro aleatório associado a cada observação. 
Para as variáveis de CH4, AGCC, balanço de N-NH3 e contagem de protozoários, os 
dados foram analisados de acordo com o procedimento para modelos mistos (PROC MIXED) 
e o tempo foi a variável repetida. Entre as 24 diferentes estruturas de covariância testadas, o 
modelo utilizado foi escolhido com base no valor mais baixo do Critério de Informação 
Akaike Corrigido (AICC) (Wang e Goonewardene, 2004). No modelo, o efeito de tratamento, 
o tempo e interação tratamento * efeito de tempo foram considerados fixos e os efeitos de 
período e animal foram considerados aleatórios. Para a comparação média entre os 
tratamentos foi utilizado o teste PDIFF ao nível de 5% de significância. O modelo estatístico 
utilizado está descrito conforme a equação abaixo: 
 
Yijklm = μ + Ti + Pj + A k  +ei jk  +  T I  +   (T i  ×TI i j )+e i j k l m .  
Na qual: 
Yijklm = Variável de resposta dependente;  
μ = Média geral; 
Ti = Efeito fixo de tratamento; 
Pj = Efeito aleatório de período; 
Ak = Efeito aleatório de animal; 
Eijk = Erro aleatório associado às parcelas; 
TI = Efeito fixo de tempo; 
(T i  ×TI i j  = Efeito fixo de interação; 
Eijklm = Erro aleatório associado a cada observação. 
Os biodigestores foram distribuídos em um delineamento inteiramente casualizado 
com 25 unidades experimentais, sendo 5 tratamentos e 5 repetições. Através do programa 
Statistical Analysis System (versão 9.4 SAS Institute Inc., Cary, NC, EUA), os dados foram 
submetidos à análise de variância, utilizando-se o procedimento de modelos mistos (PROC 
MIXED). O modelo incluiu o efeito de tratamento como fator fixo e foi utilizado o teste Pdiff 




O modelo estatístico utilizado está descrito conforme a equação abaixo: 
 
Yij = μ + Ti + eij  
Em que,  
Yij = Variável resposta dependente;  
μ = Média geral;  
Ti = Efeito fixo de tratamento;  





















4    RESULTADOS E DISCUSSÃO 
4.1 Consumo, Digestibilidade e comportamento ingestivo 
A adição das enzimas na dieta de bovinos (Tabela 3) não apresentou efeito 
significativo sobre o consumo de matéria seca. A ingestão média por animal foi de 14,41 kg 
de MS/dia, correspondendo a 1,54% do peso vivo (PV) e 85,25 g/kg de peso metabólico 
(PM).   
 




 Variáveis Controle Amilase Xilanase     C + P1    Pool     EPM2   Probab3. 
CMS (kg/anim/dia) 14,66 14,27 14,01 14,35 14,77 0,409 NS 
CPV (% PV)   1,56  1,53 1,50 1,55 1,58 0,039 NS 
CPM (g/kg PV 0,75) 86,38 84,36 82,75 85,52 87,26 2,120 NS 
CMS = Consumo de matéria seca; CPV = Consumo de matéria seca em relação ao peso vivo; CPM = Consumo de matéria seca por unidade 
de peso metabólico; 1C + P = Celulase + protease; 2EPM = Erro padrão da média; 3Probab = Probabilidade; NS = Não significativo. 
 
Da mesma forma, não foram observados efeitos das enzimas fibrolíticas sobre o 
consumo de nutrientes quando realizada avaliação em vacas alimentadas com 24% de silagem 
de milho, 15% de alfafa e 61% de concentrado (RODE et al., 1999). Diversos estudos não 
relataram qualquer efeito das enzimas sobre o consumo em vacas (YANG et al., 2000; 
SCHINGOETHE et al., 1999; FERRARETTO et al., 2011; ARRIOLA et al., 2011). Porém, 
alguns estudos mostraram aumento de consumo e produção de leite (LEWIS et al., 1999; 
KUNG et al., 2000). Em trabalho, Beauchemin et al. (2003) demostraram aumento de 1,0 
kg/dia no CMS com adição de enzimas na dieta de vacas leiteiras. O aumento no CMS com a 
adição de enzimas na dieta estaria relacionado ao incremento da taxa de passagem das 
partículas e menor tempo de retenção ruminal (YANG et al.,1999). Também foi demostrado 
que a adição de enzima na dieta a partir de 1 a 2 g/kg aumentou a produção de leite de 23,7 
kg/dia para 24,6 kg/dia e 25,6 kg/dia, respectivamente (YANG et al., 1998).  
No presente experimento não houve efeito significativo das enzimas também no 
consumo de PB, FDN, FDA, EE, CNE, MO, EB e P (Tabela 4). Os animais ingeriram em 
média 1,93 kg de proteína bruta, 3,26 kg de fibra em detergente neutro, 2,05 kg de fibra em 
detergente ácido, 0,46 kg de extrato etéreo, 8,25 kg de carboidratos não estruturais, 13,90 kg 




As diferentes enzimas exógenas utilizadas na dieta não afetaram a digestibilidade dos 
nutrientes (Tabela 4). Em média, a digestibilidade da matéria seca foi de 67,60%, proteína 
bruta de 69,40%, fibra em detergente neutro de 46,29%, fibra em detergente ácido de 42,33%, 
extrato etéreo de 77,49%, carboidratos não estruturais de 78,76%, matéria orgânica de 69,77% 
e energia bruta de 67,93%, com os nutrientes digestíveis totais iguais a 69,66%.  
Não foram encontradas diferenças significativas sobre a excreção dos nutrientes 
(Tabela 4). Em média, a excreção da matéria seca foi de 4,70 kg, proteína bruta de 0,59 kg, 
fibra em detergente neutro de 1,74 kg, fibra em detergente ácido de 1,18 kg, extrato etéreo de 
0,10 kg, carboidratos não estruturais de 1,74 kg, matéria orgânica de 4,18 kg, nitrogênio de 


































 CMS (kg/dia)  14,66 14,27 14,01 14,35 14,77 0,409 NS 
CPB (kg/dia)  1,95 1,92 1,89 1,93 1,96 0,056 NS 
CFDN (kg/dia) 3,29 3,25 3,19 3,27 3,32 0,096 NS 
CFDA (kg/dia)  2,07 2,04 2,01 2,06 2,09 0,060 NS 
CEE (kg/dia)  0,46 0,45 0,45 0,46 0,46 0,013 NS 
CCNE (kg/dia) 8,32 8,19 8,09 8,26 8,38 0,241 NS 
CMO (kg/dia) 14,02 13,82 13,62 13,90 14,13 0,408 NS 
CP (kg/dia)  0,049 0,049 0,048 0,049 0,050 0,001 NS 




 CDMS (%)  65,27 67,72 67,65 68,53 68,84 0,606 NS 
CDPB (%) 65,58 69,44 67,92 74,02 70,04 1,294 NS 
CDFDN (%) 39,24 43,02 47,17 51,41 50,59 1,746 NS 
CDFDA (%) 35,05 41,98 42,23 44,00  48,39 1,853 NS 
CDEE (%) 72,34 77,62 79,71 75,95 81,85 1,359 NS 
CDCNE (%) 78,67 79,94 78,41 77,25 79,54 0,713 NS 
CDMO (%)  67,37 69,72 69,65 70,63 71,48 0,576 NS 
CDEB (%)  65,13 67,74 68,21 68,66 69,90 0,602 NS 




 ExMS (kg/dia)  5,06 4,67 4,57 4,60 4,59 0,139 NS 
ExPB (kg/dia)  0,67 0,58 0,59 0,51 0,58 0,027 NS 
ExFDN (kg/dia) 1,97 1,85 1,65 1,58 1,65 0,064 NS 
ExFDA (kg/dia) 1,33 1,18 1,14 1,15 1,08 0,042 NS 
ExEE (kg/dia) 0,125 0,106 0,092 0,113 0,082 0,007 NS 
ExCNE (kg/dia) 1,76 1,64 1,74 1,87 1,70 0,074 NS 
ExMO (kg/dia)  4,53 4,18 4,09 4,09 4,02 0,127 NS 
ExN (kg/dia) 0,106 0,094 0,096 0,084 0,094 0,004 NS 
ExP (kg/dia) 0,040 0,038 0,036 0,040 0,043 0,001 NS 
ExEB (Mcal) 21,66 19,92 19,23 19,51 18,98 0,609 NS 
 1C + P = Celulase + protease; 2EPM = Erro padrão da média; 3Probab = Probabilidade; NS = Não significativo; MS = matéria seca; PB = 
proteína bruta; FDN = fibra em detergente neutro; FDA = fibra em detergente ácido; EE = extrato etéreo; CNE = carboidrato não 







Algumas pesquisas têm mostrado que a suplementação da dieta com enzimas 
exógenas promove o aumento da atividade de celulase e xilanase no rúmen (HRISTOV et al., 
2000). Eun & Beauchemin (2005) relataram que dietas contendo enzimas exógenas (1,25 
mL/kg de MS) tiveram maior digestão e digestibilidade, melhorando o desempenho e o 
crecimento de novilhos. Geralmente, a mudança da dieta de forragem para concentrado 
aumenta o consumo e a digestibilidade. Isso se deve ao fato de o concentrado causar menor 
preenchimento ruminal e possuir menor lignificação. Assim, a taxa de passagem fica mais 
rápida e requer menor tempo de ruminação do que a forragem, permitindo maior produção de 
ácido propiônico, importante precursor gliconeogênico em ruminantes (CHENG et al., 1997). 
Beauchemin et al. (1999), avaliando dietas compostas de silagem de cevada em grão, 
verificaram aumento de 58,8 para 61,7% na digestibilidade da FDN com a adição de enzimas 
fibrolíticas exógenas. De acordo com Yang et al. (1999), as variações no modo de ação das 
enzimas podem ser atribuídas às diferenças na composição dos complexos enzimáticos 
comerciais, composição da dieta, tipo de alimento e ingestão da dieta. Essas diferenças na 
atividade da enzima exógena podem estar relacionadas com a forma ou os níveis de aplicação. 
Alguns autores demostraram que a adição de enzimas exógenas na dieta pode afetar a 
degradação no início da incubação, porém poucas vezes afetam o grau de degradabilidade da 
forragem (COLOMBATTO et al., 2003). Os níveis de adição das enzimas exógenas têm sido 
indicados como as principais fontes de variabilidade nos resultados (BEAUCHEMIN et al., 
2003; COLOMBATTO et al., 2003). Kung (2007), alimentando cordeiros com 4 g/animal/dia 
de uma mistura de enzimas, não encontrou nenhum efeito sobre o consumo ou a 
digestibilidade. Outro trabalho com cordeiros alimentados com enzimas fibrolíticas em dose 
de 3g/animal/dia não demostrou efeito sobre o CMS (AVELLANNEDA et al., 2009). Giraldo 
et al. (2008) relataram não ter encontrado efeito sobre a digestibilidade quando a enzima foi 
administrada na dose de 12 g/animal/dia diretamente no rúmen de ovinos. 
Carboidratos fibrosos e não fibrosos podem ter sua digestibilidade aumentada com a 
aplicação de enzimas exógenas em dietas de alto concentrado (BEAUCHEMIN et al., 1999). 
Hristov et al. (1998) relataram que as enzimas exógenas são utilizadas para catalisar as 
reações de degradação dos substratos, os quais são digeridos em seu componente químico e 
inativados por influência do pH baixo e da presença de pepsina no abomaso. As enzimas 
exógenas são resistentes às proteases microbianas e, mesmo após passarem pelo abomaso, 




Há ampla variabilidade de resultados encontrados na literatura tais resultados podem 
ser explicados pela produção não padronizada de diferentes tipos de enzimas, variando a 
forma de incubação dos fungos, o tipo de substrato, as dosagens e o método de aplicação 
(BEAUCHEMIN et al., 2003).  
 
Não houve diferenças significativas entre os tratamentos (Tabela 5) para o 
comportamento ingestivo. Em relação às variáveis comendo, em média, os animais tiveram 
um total de 9,76 eventos/dia, tempo total de 158,8 min comendo/dia e gastaram, em média, 
16,43 min comendo em cada evento. Para a atividade de ruminação foram observados, em 
média, 13,96 eventos/dia, com tempo total nesse parâmetro de 301,60 min e foram gastos, em 
média, 21,38 min ruminando em cada evento. A inclusão de enzimas não alterou as variáveis 
relacionadas com a mastigação; em média, os animais tiveram 23,72 eventos/dia, tempo total 
de mastigação de 460,40 min e gastaram, em média, 19,53 min mastigando em cada evento. 
Não houve efeito significativo entre os tratamentos sobre as variáveis bebendo; em média, 
tiveram 1,28 eventos/dia, com tempo total nesse parâmetro de 21,80 min e foram gastos 17,63 
min bebendo em cada evento. Não houve efeito da inclusão de enzimas sobre as variáveis 
ócio; em média, tiveram 28,36 eventos/dia, os animais ficaram tempo total de 967,80 min em 



















Tabela 5 - Efeito da adição de enzimas na dieta sobre o comportamento ingestivo. 
 
Tratamentos 
  Variáveis Controle Amilase Xilanase C + P
1 Pool EPM2 Probab3. 
Comendo 
   Número de eventos 10,20 10,00 9,000 8,800 10,80 0,396 NS 
Tempo total comendo (min) 172,0 143,0 161,0 150,0 168,0 5,614 NS 
Tempo total comendo (%) 11,94   9,93 11,18 10,42 11,66 0,389 NS 
Tempo médio comendo (min) 17,30 14,11 17,83 17,43 15,50 0,583 NS 
Ruminando 
   Número de eventos 13,00 14,60 13,80 15,00 13,40 0,674 NS 
Tempo total ruminando (min) 297,0 317,0 288,0 307,0 299,0 13,51 NS 
Tempo total ruminando (%) 20,62 22,01 20,00 21,32 20,76 0,938 NS 
Tempo m. ruminando (min) 21,08 22,34 20,91 20,20 22,35 0,756 NS 
Mastigando 
   Número de eventos 23,20 24,60 22,80 23,80 24,20 0,855 NS 
Tempo t. mastigando (min) 469,0 460,0 449,0 457,0 467,0 16,48 NS 
Tempo total mastigando (%) 32,57 31,94 31,18 31,73 32,43 1,447 NS 
Tempo m. mastigando (min) 20,63 18,95 19,73 19,11 19,22 0,467 NS 
Bebendo 
   Número de eventos 1,400 1,200 1,600 1,200 1,000 0,122 NS 
Tempo total bebendo (min) 25,00 21,00 25,00 19,00 19,00 2,018 NS 
Tempo total bebendo (%) 1,736 1,458 1,736 1,319 1,319 0,140 NS 
Tempo médio bebendo (min) 19,00 18,00 18,16 16,00 17,00 1,843 NS 
Ócio 
   Número de eventos 28,20 28,80 30,40 28,60 25,80 0,499 NS 
Tempo total em ócio (min) 981,0 969,0 970,0 967,0 952,0 18,37 NS 
Tempo total em ócio (%) 68,12 67,29 67,36 67,15 66,11 1,276 NS 
Tempo médio em ócio (min) 34,86 33,80 32,22 33,96 37,15 0,926 NS 
1C + P = Celulase + protease; 2EPM = Erro padrão da média; 3Probab. = Probabilidade; NS = Não significativo; Tempo m. ruminando (min) = 
Tempo médio ruminando (min); Tempo t. mastigando (min) = Tempo total mastigando (min); Tempo m. mastigando (min) = Tempo médio 




De acordo com Krause, Combs & Beauchemin (2002), quanto menor o tamanho das 
partículas da dieta, menor o tempo de mastigação e ruminação. Considerando essas 
informações e a maior proporção de concentrado utilizada neste estudo, o tempo total de 
ruminação foi de 20,94% do total do dia, valor próximo ao valor de 23,45% observado em 
bovinos confinados, segundo Yang et al. (2009). Esse valor ligeiramente inferior pode ser 
devido à maior digestibilidade da FDN e ao tempo total gasto nas atividades de ruminação.  
Quanto maior a participação do teor de parede celular dos volumosos na dieta, maior 
será o tempo despendido com ruminação, pois este depende da qualidade do alimento (VAN 




reduzindo, por conseguinte, a quantidade de tempo disponível para a degradação da dieta 
(CLAUSSl et al., 2007). 
Os animais apresentaram comportamento semelhante em todos os tratamentos, em 
relação ao tempo total das atividade no decorrer do dia. Os animais ficaram a maior parte do 
seu tempo em ócio, seguido pela atividade de ruminação e comendo (Figura 4). Não foram 
verificadas diferenças significativas entre tratamento, quanto ao tempo total comendo, 
ruminando, em ócio ou bebendo. 
 
Figura 2 - Atividades do tempo médio (%) de cada tratamento em bovinos alimentados com 
dietas adicionadas de enzimas. 
 
 
Não foi verificada diferença significativa entre tratamentos para a taxa de ingestão de 
matéria seca (Tabela 6). Em média, os animais ingeriram 0,094 kg de MS por minuto, 
gastaram 13,38 min para ingerir um quilograma de MS e ingeriram 1,61 kg de MS por evento. 
As enzimas não promoveram nenhuma alteração nas taxas de ingestão de FDN (kg.min-1), 
tempo gasto para ingerir 1 kg de FDN, bem como quantidade de FDN ingerido por evento. 
 A eficiência de ruminação para a MS e FDN estão representadas na Tabela 6 e não 
foram influenciadas (P>0,05) pelos níveis de enzimas. Em média, os animais demoraram 
25,95 min para ruminar um quilograma de matéria seca, ruminaram 0,011 quilogramas de 
FDN por minuto, demoraram 115,54 min para ruminar um quilograma de FDN e ruminaram 










Variáveis Controle Amilase Xilanase C +P1 Pool EPM2 Probab3. 
Taxa de ingestão   
MS (kg min-1) 0,086 0,103 0,091 0,098 0,090 0,004 NS 
MS (min kg-1) 12,98 13,52 14,05 13,33 13,03 1,413 NS 
MS/E (kg) 1,606 1,566 1,662 1,664 1,539 0,079 NS 
FDN (kg min-1) 0,019 0,023 0,020 0,022 0,020 0,001 NS 
FDN (min kg-1) 57,82 57,82 62,60 59,33 58,06 1,842 NS 
FDN/E (kg) 0,361 0,351 0,373 0,373 0,345 0,017 NS 
Taxa de ruminação   
MS (kg min-1) 0,052 0,046 0,049 0,050 0,049 0,002 NS 
MS (min kg-1) 26,93 25,99 26,61   25,46   24,74 1,079 NS 
MS/E (kg) 0,259 0,232 0,246 0,252 0,249 0,010 NS 
FDN (kg min-1) 0,011 0,010 0,011 0,011 0,011 0,001 NS 
FDN (min kg-1) 119,9 115,7 118,5 113,4 110,2 4,821 NS 
FDN/E (kg) 0,058 0,052 0,055 0,056 0,056 0,002 NS 
Taxa de mastigação   
MS (kg min-1) 0,032 0,031 0,031 0,033 0,031 0,001 NS 
MS (min kg-1) 37,99 39,52 40,66 38,80 37,77 1,356 NS 
MS/E (kg) 0,161 0,159 0,155 0,141 0,159 0,007 NS 
FDN (kg min-1) 0,007 0,007 0,006 0,007 0,007 0,001 NS 
FDN (min kg-1) 169,2 176,0 181,1 172,8 168,3 6,060 NS 
FDN/E (kg) 0,059 0,036 0,034 0,036 0,036 0,004 NS 
1C + P = Celulase + protease; 2EPM = Erro padrão da média; 3Probab.  = Probabilidade; NS = Não significativo; MS = Matéria seca; FDN = 




Não foi encontrada diferença significativa entre tratamentos para as variáveis de 
mastigação (Tabela 6). Os animais mastigaram, em média, 0,032 kg de MS min-1, demoraram 
38,95 min para mastigarem um quilograma de matéria seca, mastigaram 0,155 kg de matéria 
seca por evento. Mastigaram 0,007 kg de FDN por minuto, além de demorarem 173,48 min 














Figura 3 - Tempo de consumo acumulado (% do dia) de cada tratamento no decorrer de 24 




No período das 8h00, quando é realizada a alimentação matutina, até por volta das 
10h00, todos os animais estão comendo (Figura 5). Este mesmo comportamento se repete às 
16h00, quando é realizada a alimentação vespertina, e todos os animais ficam comendo até 
por volta das 18h00. Assim, ficam claras algumas das atividades dos animais, como a ida ao 
cocho para se alimentar em horários coincidentes para todos os tratamentos. 
 Após a alimentação, a maioria dos animais fica em ócio das 10h00 até por volta das 
12h00 e das 18h00 até às 19h00. No decorrer do dia, os animais ficam oscilando na maioria 













4.2 Quantificação de metano e características fermentativas  
 
Dinâmica ruminal 
A adição de enzimas na dieta de bovinos em diferentes proporções não apresentou 
diferença significativa sobre as variáveis de dinâmica ruminal (Tabela 7).  
 
Tabela 7 - Efeito da adição de enzimas sobre a dinâmica ruminal na alimentação de bovinos. 
 
Tratamentos   
Variáveis Controle Amilase 
  
Xilanase  C + P4 Pool EPM5      Probab6. 
CMS (kg/animal/dia)1 14,66 14,27 14,01 14,35 14,77 0,409 NS 
MS do conteúdo ruminal (%) 12,22 11,98 12,88 12,44 13,16 0,22 NS 
Massa líquida (kg) 53,56 52,33 51,11 53,45 51,04 1,92 NS 
Massa líquida (% PV) 5,64 5,57 5,45 5,70 5,45 0,13 NS 
Massa sólida (kg) 7,48 7,14 7,56 7,38 7,83 0,28 NS 
Massa sólida (% PV) 0,78 0,76 0,80 0,79 0,83 0,02 NS 
Massa total (kg) 61,04 59,48 58,67 60,83 58,87 2,16 NS 
Massa total (% PV) 6,42 6,33 6,26 6,50 6,28 0,14 NS 
Turnover sólido (%/dia) 206,1 203,2 187,5 196,6 194,2 4,65 NS 
Taxa desaparec. sólido (%/h)2 8,58 8,47 7,81 8,19 8,09 0,19 NS 
Taxadesaparec. sólido (kg/h)3 0,620 0,602 0,592 0,604 0,620 0,02 NS 
1CMS = Consumo de matéria seca; 2Taxa desaparec. sólido (%/h)  = Taxa de desaparecimento de sólido (%/hora); 3Taxa desaparec. sólido = 
Taxa de desaparecimento de sólido (kg/hora); 4C + P = Celulase + protease; 5EPM = Erro padrão da média; 6Probab. = Probabilidade; NS = 
Não significativo. 
 
A dinâmica ruminal é importante em modelos de nutrição de ruminantes, pois é um 
dos principais indicadores da relação entre o consumo do alimento e o desempenho animal. 
Estes parâmetros podem ser afetados pelas condições fisiológicas do animal, capacidade 
retículo-rúmen, porcentagem de renovação do rúmen, bem como pela composição da dieta 
(REYNOLDS et al., 2004). 
Avaliando a dinâmica ruminal de vacas leiteiras em diferentes estágios de produção 
(de -72 dias pré-parto até 90 dias pós-parto), foram descritos valores de 6,1 a 11,4 kg de 
massa sólida e 44,3 a 66 kg de massa líquida (PARK et al., 2011). 
Diferentes trabalhos mostraram que as enzimas exógenas melhoram o desempenho 
animal por reduzirem a viscosidade da digestão, melhorando a absorção pós-ruminal de 
nutrientes. Aumento da digestão de nutrientes pode estar associado à taxa de passagem a ao 
tamanho de partículas no rúmen (BEAUCHEMIN et al., 1998b). No entanto, os aditivos 






Fermentação ruminal  
Não houve efeito (P> 0,05) dos tratamentos sobre as variáveis de produção de metano 
(Tabela 8). A produção de metano, em média, foi de 28,25 g/kg/dia e a PER, em média, de 
20,70%. Entretanto, adição de enzimas alterou a produção de ácido propiônico, acético e 
AGCC totais, quando comparados à dieta controle (Tabela 8).  
O tratamento pool de enzimas, apresentou maior produção de ácido acético (P<0,05), 
quando comparado aos demais tratamentos. Já, com relação à produção de ácido propiônico, o 
tratamento pool apresentou maiores concentrações (P<0,05) quando comparado aos 
tratamentos controle e xilanase, e não diferiu (P>0,05) das dietas que incluíram C+P e 
amilase. Os diferentes tratamentos não afetaram (P>0,05) a produção de ácido butírico 
(Tabela 8).  
A concentração de AGCC totais foi maior no tratamento pool de enzimas (P<0,05) 
quando comparado aos tratamentos xilanase, controle e amilase. 
A inclusão de enzimas não modificou as produções de metano (Tabela 8). Não foram 
verificadas alterações (P>0,05) da perda energia relativa do metano em relação aos demais 




















Tabela 8 - Efeito da adição de enzimas na dieta sobre a produção de ácidos graxos de cadeia 





Variáveis Controle Amilase Xilanase  C + P1 Pool EPM2 Trat. Tempo Interação3 
Acético 
   0 min (mmol/L)  72,71 66,95 67,39 69,28 69,32 0,702 NS NS NS 
30 min (mmol/L)  77,30 71,92 71,42 74,20 76,02 0,747 NS NS NS 
Diferença (mmol/L) 4,58bc 4,96bc 4,03c 5,52ab 6,70a 0,250 0,0033 NS NS 
Produção (mmol/g/h)  0,128bc 0,146bc 0,116c 0,166ab 0,196a 0,007 0,0146 NS NS 
Produção (mol/kg/dia)  3,09bc 3,50bc 2,79c 3,99ab 4,70a 0,178 0,0146 NS NS 
Produção (g/kg/dia)  185,6bc 210,3bc 167,9c 239,4ab 282,3a 10,695 0,0146 NS NS 
EB (kcal/kg/dia)4 647,8bc 733,9bc 586,0c 835,6ab 985,3a 37,32 0,0146 NS NS 
Propiônico 
   0 min (mmol/L)  20,70 18,64 19,44 18,36 18,73 0,428 NS NS NS 
30 min (mmol/L)  22,29 20,57 21,12 20,38 21,06 0,451 NS NS NS 
Diferença (mmol/L) 1,59 1,94 1,67 2,02 2,32 0,081 NS NS NS 
Produção (mmol/g/h)  0,045c 0,057abc 0,049bc 0,060ab 0,068a 0,002 0,0107 NS NS 
Produção (mol/kg/dia)  1,08c 1,37abc 1,18bc 1,45ab 1,64a 0,058 0,0107 NS NS 
Produção (g/kg/dia)  79,71c 101,8abc 87,61bc 106,9ab 121,5a 4,334 0,0107 NS NS 
EB (kcal/kg/dia)4 396,90 507,30 436,30 532,60 605,00 21,585 NS NS NS 
Butírico 
   0 min (mmol/L)  11,62 10,24 10,14 10,82 10,39 0,271 NS NS NS 
30 min (mmol/L)  13,03 11,66 11,29 12,21 12,00 0,298 NS NS NS 
Diferença (mmol/L) 1,47 1,43 1,13 1,39 1,62 0,056 NS NS NS 
Produção (mmol/g/h)  0,041 0,042 0,032 0,041 0,047 0,001 NS NS NS 
Produção (mol/kg/dia)  0,99 1,01 0,79 0,99 1,14 0,038 NS NS NS 
Produção (g/kg/dia)  87,6 89,2 69,7 87,3 100,4 3,386 NS NS NS 
EB (kcal/kg/dia)4 521,9 531,3 415,9 520,3 598,5 20,184 NS NS NS 
AGCC total 
   0 min (mmol/L)  105,03 95,83 96,99 98,46 98,44 1,298 NS NS NS 
30 min (mmol/L)  112,63 104,16 103,84 107,39 109,08 1,379 NS NS NS 
Diferença (mmol/L) 7,65bc 8,33bc 6,84c 8,94ab 10,64a 0,350 0,0011 NS NS 
Produção (mmol/g/h)  0,215bc 0,245bc 0,199c 0,267ab 0,312a 0,010 0,0020 NS NS 
Produção (mol/kg/dia)  5,17bc 5,89bc 4,77c 6,43ab 7,49a 0,249 0,0020 NS NS 
Produção (g/kg/dia)  352,9bc 401,3bc 325,3c 433,7ab 504,2a 16,45 0,0020 NS NS 
EB (kcal/kg/dia)4 1566,8b 1772,6ab 1438,3c 1888,6ab 2188,8a 69,525 0,0020 NS NS 
Metano 
   0 min (mmol/Frasco)  0,022 0,022 0,022 0,023 0,023 0,0004 NS 0,0059 NS 
30 min (mmol/Frasco)  0,093 0,085 0,082 0,089 0,096 0,0015 NS 0,0030 NS 
Produção (mmol/Fras) 0,070 0,064 0,060 0,066 0,074 0,0014 NS 0,0110 NS 
Produção (mmol/g/h)  0,074 0,072 0,067 0,074 0,080 0,0015 NS 0,0028 NS 
Produção (mol/kg/dia)  1,78 1,73 1,60 1,79 1,93 0,0363 NS 0,0028 NS 
Produção (g/kg/dia)  28,49 27,72 25,65 28,59 30,82 0,5819 NS 0,0028 NS 
EB (kcal/kg/dia)4 374,8 364,8 351,3 376,2 405,5 7,1230 NS 0,0028 NS 
PER (%)5 21,80 20,48 22,78 19,57 18,88 0,6628 NS NS NS 
1C + P = Celulase + protease; 2EPM = Erro padrão da média; 3Interação entre tratamento e tempo; 4EB = Energia Bruta; 5PER = Perda de 
energia relativa do metano em relação aos demais produtos da fermentação ruminal; abc = Letras diferentes na mesma linha diferem 





 Não houve efeito da produção de metano devido ao aumento da fermentação ruminal 
como um todo, pois a produção de AGCC aumentou para acético, propiônico e para o total de 
AGCC. A adição de enzimas não resultou em efeito inibitório sobre as arqueas 
metanogênicas e as bactérias celulolíticas, comprovado pelo aumento dos produtos finais da 
fermentação ruminal. De acordo Murray et al. (1976), o único AGCC que faz contribuição 
para a síntese de glicose no ruminante é o ácido propiônico, um dos principais AGCC no 
rúmen, cuja produção é dependente da ingestão de energia digestível (YANG et al., 2002; 
CHEN et al., 1994). A adição de enzimas pode ter promovido a captura de H2 do meio 
ruminal durante o processo fermentativo, em que o produto resultante é o ácido propiônico e 
AGCC totais. O aumento destes produtos sem reduzir a produção de metano, não resultou em 
melhor eficiência energética. Os resultados deste estudo indicam que os níveis da adição das 
enzimas foram eficientes em aumentar a disponibilidade de frações dos alimentos para a 
degradação e multiplicação dos microrganismos ruminais. Krause et al. (1998) reportaram que 
em condições nas quais a degradação da fibra não é completa, as enzimas adicionadas podem 
melhorar a degradação das fibras e mistura de enzimas pode ser ainda mais eficiente em 
degradá-las. 
 Dietas ricas em amido promovem aumentando da ação das bactérias amilolíticas ou 
proteolíticas, que são produtoras de ácido propiônico (CHURCH, 1988). Dietas com alto teor 
de concentrados promovem a maior produção de ácido propiônico, acidificando o meio, o que 
leva a uma redução do pH ruminal, que pode ser um efeito inibitório direto sobre a população 
de microrganismos celulolíticos e metanogênicos, os quais possuem pouca tolerância à 
diminuição do pH ruminal (VAN KESSEL, 1996).  
Arriola et al. (2011) relataram aumento na concentração de AGCC total e diminuição 
da relação acético:propiônico no líquido ruminal de bovinos alimentados com enzimas 
fibrolíticas. Beauchemin et al. (1999) e Yang et al. (1999) não encontraram nenhum efeito de 
enzimas fibrolíticas sobre a fermentação ruminal. A maioria dos produtos enzimáticos 
fibrolíticos contém maior atividade de celulase e hemicelulase, mas os tipos específicos destas 
enzimas diferem dependendo da estirpe microbiana, dosagens, substrato de crescimento e das 
condições de cultura no processo de fermentação (BEAUCHEMIN & HOLTSHAUSEN, 
2011); também variam com base na localização geográfica, na qualidade dos alimentos, 






Figura 4- Produção relativa (controle considerando 100%) dos produtos da fermentação 
(mol/kg/dia) para os diferentes tratamentos. 
 
Houve diferenças significativas (P<0,05) para a produção de AGCC totais em relação 
à dieta controle (Figura 4). O tratamento Pool melhorou a produção dos ácidos acético, 
propiônico e AGCC totais enquanto que os tratamentos amilase e C+P tiveram resultados 
intermediários. Isto pode ser devido a diferenças no modo de ação das enzimas utilizadas e à 
associação das enzimas (Pool), que pode ter estimulado a fermentação ruminal, aumentando a 
produção de AGCC totais.  
Os resultados observados, referentes à produção de ácidos acético, propiônico e 
AGCC totais, estão de acordo com os estudos de Arriola et al. (2011), Giraldo et al. (2007) os 
quais adicionaram enzimas fibrolíticas na dieta de bovinos e observaram aumento na 
concentração de ácidos acético, propiônico e AGCC total. Giraldo et al. (2008) avaliaram o 
efeito de enzimas fibrolíticas na dieta de bovinos e observaram o uso dessas enzimas como 
causa de mudança na proporção de AGCC, que indica que o padrão de AGCC parece ser 
influenciado pelo tipo de dieta e preparações enzimáticas. 
Janssen (2010) reporta que a concentração de H2 no meio pode afetar a termodinâmica 
da fermentação ruminal e o nível do crescimento de arqueas metanogênicas no rúmen. O 
hidrogênio produzido pela comunidade microbiana está presente em duas formas, H2 
dissolvido e H2 gasoso, sendo apenas o primeiro utilizado como substrato pelas arqueas 




enzimas favorece a produção de ácido propiônico, o qual atua como um dissipador 
do hidrogênio e, assim, diminui a quantidade de H2 disponível para a redução do CO2 em 
CH4 (JANSSEN, 2010). O processo metanogênico desempenha um papel importante na 
fermentação ruminal pela remoção de H2, fornecendo um coletor de elétrons que diminuiem a 
pressão parcial de H2 (Russell, 2002). 
Portanto, o uso de enzimas exógenas nas dietas de ruminantes tem o potencial de 
melhorar a capacidade dos animais em converter alimentos em substratos energéticos que 
podem ser usados para sintetizar leite e carne. Entretanto, esse direcionamento na utilização 
dos substratos energéticos não reduz a emissão de metano pelos ruminantes.  
 
Concentração ruminal de nitrogênio amoniacal 
 
A adição de enzimas na dieta de bovinos não causou diferenças significativas sobre as 
concentrações de N-NH3 ruminal (Tabela 9). Em média, o nitrogênio ruminal nos frascos 
antes da incubação (T0) foi de 14,83 mg/dL e após a incubação (T30) foi de 16,63 mg/dL. 
 





Variáveis Controle Amilase Xilanase C+P1 Pool EPM2 Trat. Tempo Interação3 
0 min (mg/dL) 14,16 14,76     15,20 14,75 15,30 0,483 NS NS NS 
30 min (mg/dL) 16,11  16,62     17,13 16,42 16,86 0,525 NS NS NS 
Balanço (mg/dL/h) 3,89  3,72 3,85 3,34 3,12 0,291 NS NS NS 
 1C + P = Celulase + protease; 2EPM = Erro padrão da média; 3Interação entre tratamento e tempo. 
 
De acordo com (NRC, 1989), é necessária concentração de 5 mg/dL de N-NH3 no fluído 
para a adequada digestão da matéria seca no ecossistema ruminal. No entanto, segundo Leng 
(1990) a concentração de N-NH3 ruminal deve ser maior de 10 mg/dL para maximizar a 
digestão. As concentrações de N-NH3 reduzem após 4 horas da alimentação, devido à diluição 
(alimento, água e saliva), e dependendo da dieta e quantidade ingerida o pico pode acontecer 
entre 6 a 12 h após a alimentação (DEHORITY, 2003).  
 
Lewis et al. (1996) e Martins et al. (2002) não encontraram efeito significativo entre os 




bovinos. No presente estudo, os valores médios antes da incubação de 14,83 mg/dL e após a 
incubação de 16,63 mg/dL estão acima do valor mínimo descrito na literatura para que ocorra 
a máximo crescimento dos microrganismos e a produção de proteína microbiana.  
 
 
Mensuração de pH   
Neste estudo não houve efeito (P>0,05) das enzimas sobre o perfil de pH ruminal, 
independentemente de tratamento. Os animais tiveram o pH médio, mínimo e máximo de 6,0, 
5,27 e 6,78, respetivamente (Tabela 10). O tempo em minutos no qual o pH permaneceu 
abaixo de 5,8, 6,0, 6,2 e 6,5 e a área de pH abaixo de 5,8, 6,0, 6,2 e 6,5, não sofreram 
influência dos tratamentos (P>0,05). 
Tabela 10 – Efeito de enzimas na alimentação de bovinos sobre as variáveis de pH ruminal 
medidas continuamente durante 24 h. 
 
Tratamentos 
  Variáveis Controle Amilase Xilanase    C + P1 Pool EPM2 Probab3. 
pH médio 5,98 6,16 5,95 6,01 5,89 0,06 NS 
pH mínimo 5,25 5,41 5,13 5,38 5,19 0,06 NS 
pH máximo 6,68 6,95 6,71 6,87 6,69 0,06 NS 
Tempo de pH abaixo de 5,8 (min) 572 388 562 496 635 67,44 NS 
Tempo de pH abaixo de 6,0 (min) 742 556 722 708 875 67,54 NS 
Tempo de pH abaixo de 6,2 (min) 926 742 860 942 1132,5 72,34 NS 
Tempo de pH abaixo de 6,5 (min) 1198 1030 1158 1216 1300 64,26 NS 
Área de pH abaixo de 5,8 (h.pH/dia) 2,47 1,88 4,47 2,14 3,02 0,61 NS 
Área de pH abaixo de 6,0 (h.pH/dia) 4,65 3,44 6,61 4,21 5,54 0,8 NS 
Área de pH abaixo de 6,2 (h.pH/dia) 7,43 5,61 9,24 6,91 8,88 0,99 NS 
Área de pH abaixo de 6,5 (h.pH/dia) 12,75 8,49 13,0 12,34 13,36 1,34 NS 
1C + P = Celulase + protease; 2EPM = Erro padrão da média; 3Probab. = Probabilidade. 
 
A concentração de FDN na dieta é um parâmetro que influencia a habilidade em 
estimular a mastigação e salivação e, consequentemente, em melhorar o tamponamento do 
rúmen. Os resultados indicam que a atividade de mastigação é afetada pelo FDN dietético que 
desempenha um papel decisivo na regulação do pH ruminal. Beauchemin et al. (2008) 
relataram que maiores proporções de MS de forragem na MS da dieta total e FDN de maior 
tamanho de partículas na dieta aumentam a secreção diária total de saliva, melhorando o 
poder tamponante do rúmen.  
As variações de pH do conteúdo ruminal no decorrer de 24 h, mensuradas a cada 10 
minutos, deixam evidentes que os valores de pH, durante 24 h, não apresentaram variações 




proporções de enzimas não oferece riscos de distúrbios digestivos ao metabolismo ruminal. 
Mesmo aumentando a quantidade total de AGCC, esse aumento não foi suficiente para 
reduzir o pH a níveis críticos. As proporções de enzimas utilizadas foram eficientes em 
manter o pH ruminal durante o período crítico de 3 a 4 h após a alimentação e o valor médio 
de pH obtido nesta pesquisa foi de 6,0, que pode estar associado à adequada digestão da fibra 
(MERTENS, 1979). 
 O pH teve seu valor mais elevado para todos os tratamentos por volta de 50 minutos 
após a alimentação matutina. Forsberg (1992) relata que o pH ótimo para atividade das 
enzimas fibrolíticas produzidas por microrganismos é acima de 6,2. No presente estudo, foi 
encontrado valor médio de pH máximo de 6,78. A melhor estabilidade do ambiente ruminal 
se dá pela redução das variações de pH (WALLACE, 1994). A dieta de animais em 
confinamento apresenta maior proporção de concentrados, o que reduz o pH ruminal, criando 
um ambiente menos favorável para desenvolvimento dos microrganismos celulolíticos e 
metanogênicos no ecossistema ruminal (PETRI et al., 2012). 
 
Figura 5 - pH (média de 5 observações) mensurado durante 24 h em bovinos alimentados 
com enzimas. As setas representam o momento do fornecimento da alimentação. 
 
 
Contagem de protozoários  
A adição de enzimas não promoveu alteração (P>0,05) na concentração e porcentagem 




Tabela 11 - Efeito da adição de enzimas na dieta de bovinos sobre a contagem total e 





Variáveis Controle Amilase Xilanase C+P1 Pool EPM2 Trat. Tempo Interação3 
 
Protozoários x 103/mL 
  Dasytricha 2,88 4,00   3,22 3,65 2,88 0,228 NS NS NS 
Diplodiniinae  6,67 7,15      5,62 8,06 8,21 0,423 NS NS NS 
Entodinium 399,5 460,5 429,5 451,7 478,2 14,24 NS NS NS 
Isotricha 0,960 1,344 1,488 1,056 1,488 0,173 NS NS NS 
Total 410,0 473,0 439,8 464,4 490,8 14,59 NS NS NS 
 
Protozoários (%) 
  Dasytricha 0,774 0,898 0,849 0,870 0,622 0,061 NS NS NS 
Diplodiniinae  1,570 1,563 1,337 1,639 1,565 0,074 NS NS NS 
Entodinium 97,44 97,29 97,49 97,28 97,54 0,110 NS NS NS 
Isotricha 0,205 0,249 0,313 0,202 0,266 0,031 NS NS NS 
 1C + P = Celulase + protease; 2EPM = Erro padrão da média; 3Interação entre tratamento e tempo. 
 
O gênero Entodinium representou 97,41% do total de protozoários do rúmen e esteve 
presente em maiores concentrações em todos os tratamentos. Apresentando concentração 
média, de 443,88 x 103/mL. A população total de protozoários no líquido ruminal não foi 
afetada pela adição de enzimas (Tabela 10). Entretanto, outros estudos demostraram que a 
diversidade, complexidade do ecossistema e as condições ruminais (pressão osmótica, pH e 
taxa de diluição) podem influenciar o crescimento da população de protozoários em dietas de 
alto concentrado (GUAN et al., 2006). O ecossistema ruminal representa um desafio da 
funcionalidade e prevalência dos carboidratos utilizados pela população do rúmen 
(MORGAVI et al., 2012).  
 O gênero Entodinium representa mais de 90% dos protozoários encontrados no 
ecossistema ruminal em animais recebendo dieta de alta proporção de concentrado (BROWN; 
PONCE; PULIKANTI, 2006). De fato, o gênero mais abundante encontrado foi o 
Entodinium, com 97,41% do total de protozoários neste experimento (dieta com 70% de 
concentrado) semelhante a concentração encontrada por Guan et al. (2006), que encontraram 
uma proporção de 91,1% do gênero Entodinium do total de protozoários, utilizando dieta 
composta por 70% de concentrado para animais confinados. Este gênero predomina no 
ecossistema ruminal da maioria dos animais variando de 80 a 90% da população total no 
rúmen (DEHORITY, 2003). Em outro estudo, com ovinos, Entodinium também foi o gênero 




(FRANZOLIN et al., 2000). Jeyanathan et al. (2011) reportaram que a diversidade de 
protozoários pode ser afetada pelas variações da dieta, metodologia utilizada e amostragem do 
rúmen.  
Arqueas metanogênicas vivem em associação com protozoários ciliados no rúmen, 
portanto, sugere-se que decréscimo no número de protozoários, reduziria o número de 
arqueas metanogênicas, diminuindo, assim, as emissões de metano. No entanto, Zhou et al. 
(2011) demonstram que a adição de enzimas exógenas provocou desvios no ecossistema 
ruminal, sem causar efeito nas populações de protozoários, bactérias ou arqueas 
metanogênicas ou ainda no perfil de pH no rúmen. 
 
4.3 Produção de metano atraves da biodigestão anaeróbia 
 
 Determinação de pH  
Não houve efeito (P> 0,05) dos tratamentos em relação aos valores de pH (Tabela 12). 
No entanto, os dados demonstram que o afluente estva com um pH ácido e que o processo de 
biodigestão conseguiu elevá-lo a um pH próximo do neutro, mostrando que os fatores iniciais 
não promoveram quaisquer alterações na biodiestão anaerobia. Sendo assim, o presente 
estudo mostrou-se eficiente, pois o pH é um importante indicador do desenvolvimento 
metanogênico, ou seja, a produção ótima de biogás é conseguida quando o valor do pH do 
conteúdo do biodigestor está próximo a 7,0 (SOUSSANA et al., 2010). Segundo Ogejo & Li 
(2010), no processo de biodigestão a variação de pH ideal se mantém em torno de 6,5 a 8,5, 
sendo que os valores registrados neste trabalho se enquadraram próximos ao intervalo 
recomendado, o que provavelmente não foi fator de interferência sobre as condições de 
desenvolvimento da biodigestão anaeróbia para nenhum dos tratamentos. 
Tabela 12 – Resultados de pH para afluentes e efluentes em biodigestores abastecidos com 
fezes de bovinos alimentados com enzimas. 
 
Tratamentos   
Variáveis 
Controle     Amilase     Xilanase        C+P1       Pool EPM2  Probab3. 
pH afluentes  6,28 6,45 6,47 6,57  6,48 0,0579 NS 
pH efluentes  7,07 7,02 7,00 7,00 7,11 0,0208 NS 





A elevação do pH é característica de processos metanogênicos estáveis que produzem 
alcalinidade, quando ocorre a digestão do nitrogênio, com aumento da concentração de 
amônia, a qual pode elevar o pH ao valor 8. Quando o nível de produção de metano atinge a 
estabilidade, o pH alcança valores entre 7,2 a 8,2 (FAO, 1996). O processo de produção do 
biogás depende da temperatura, do pH do substrato e da concentração de nutrientes. A 
produção do gás tem sua velocidade ótima atingida com pH entre 7 e 8 e temperatura ao redor 
de 35 ºC (AKAO et al., 1992). 
 
Sólidos totais e voláteis 
Os ST e SV dos afluentes e efluentes dos diferentes tratamentos não apresentaram 
diferença significativa entre si. No entanto, o processo de biodigestão proporcionou, em 
média, uma redução de 29,28% de sólidos totais e redução de 35,09% de sólidos voláteis 
(Tabela 13) 
Tabela 13 - Sólidos totais e voláteis destruídos em biodigestores abastecidos com fezes de 
bovinos alimentadas com enzimas. 
 
Tratamentos   
Variáveis 
Controle     Amilase     Xilanase       C+P1       Pool EPM2   Probab3. 
ST afluentes (%) 4,27 4,35 4,15 4,13  4,33 0,0700 NS 
SV afluentes (%) 3,59 3,97 3,71 3,61 3,94 0,0816 NS 
ST efluentes (%) 3,22 3,47 3,12 3,10  3,34 0,0801 NS 
SV efluentes (%) 2,60 2,27 2,50 2,43 2,65 0,0842 NS 
ST reduzido (%) 28,51  33,09 30,23 27,40  26,02 2,4424 NS 
SV reduzido (%) 32,11 35,98 37,31 34,81 35,73 2,2338 NS 
 ST: sólidos totais; SV: sólidos voláteis; 1C + P = Celulase + protease; 2EPM = Erro padrão da média; 3Probab. = Probabilidade. 
 
 
Sólidos voláteis reduzidos são utilizados para mensurar o desempenho do processo de 
biodigestão, além de ser um indicador direto da atividade metabólica da comunidade 
microbiológica. Para biodigestores em escala industrial operados sob condições de 
temperatura, redução de 40% é considerado um valor aceitável (RIMKUS et al., 1982). 
Davidsson et al. (2008) relataram que a redução de sólidos voláteis dos dejetos 
bovinos pelo processo de biodigestão anaeróbia varia entre 30%-45%. Em nosso estudo, a 
destruição de sólidos voláteis foi 35,09%, o que indica bom desempenho do reator dos 
biodigestores.  
Orrico Junior et al. (2010), avaliaram a eficiência do processo de biodigestão 




60% volumoso e 40% concentrado e 40% volumoso e 60% concentrado, submetidos a 30, 60, 
90 e 120 dias de tempo de retenção hídrica, obtiverem reduções nos teores de SV, em média, 
de 44,05%, e observaram que o aumento da proporção de volumoso na dieta levou a menor 
eficiência do processo, obtendo uma baixa degradação de fibras.  
Sendo assim, os resultados da baixa redução podem estar relacionados à composição 
da dieta, que foi à base de concentrado, e isso consequentemente foi agregado ao dejeto. Já 
que os bovinos conseguem aproveitar grande parte do concentrado e parte do volumo, sendo 
que a fração indigestível presente no volumoso acaba excretada nas fezes e está fração possui 
baixo aproveitamento no biodigestor. 
No entanto, os dejetos de monogástricos possuem maior redução, pois a dieta dos 
mesmos é a base somente de concentrado. Steil et al. (2002) obtiveram reduções de SV de 
61% na biodigestão anaeróbia de dejetos de aves poedeiras, valor este quase duas vezes maior 
que os valores encontrados no presente estudo. Valores inferiores de redução de SV (47%) 
foram encontrados por Santos et al. (2004), que trabalharam com biodigestão anaeróbia de 
dejetos de galinhas poedeiras criadas sob diferentes temperaturas. 
 
 
Produção de biogás e metano 
Não houve efeito (P>0,05) dos tratamentos sobre as variáveis da produção de biogás 
(Tabela 14), mostrando que os tratamentos que continham dejetos de animais alimentados 
com dietas aditivadas por enzimas não influenciaram a concentração e rendimento de metano, 
e mantiveram-se iguais aos biodigestores da dieta controle. 
O potencial de produção de metano foi semelhante entre os tratamentos. Em média, 
foram produzidos 0,029 litros de metano por grama adicionado de fezes, 0,236 litros de 
metano por grama de sólidos voláteis adicionados e 0,714 litros de metano por grama de 








Tabela 14 - Rendimento e concentração de biogás e metano em biodigestores abastecidos com 
fezes de bovinos alimentados com enzimas. 
 
Tratamentos   
Variáveis 
Controle     Amilase    Xilanase     C+P3        Pool EPM4  Probab5. 
Biogás total (L) 14,66 14,27 14,01 14,35 14,77 1,0828 NS 
CH4 (L) 15,86 14,86 15,75 15,34 16,08 0,7010 NS 
CH4 (%) 68,63 68,84 74,48 69,53 71,98 0,8753 NS 
CH4/ fezes L/g) 0,030 0,026 0,030 0,030 0,030 0,0095 NS 
CH4/ SV adicionado (L/g) 0,243 0,243 0,225 0,240 0,230 0,0094 NS 
CH4/ SV reduzido (L/g) 0,743 0,603 0,655 0,726 0,640 0,0615 NS 
 1L: litros; 2g: grama; 3C+P = celulase + protease; 4EPM = Erro padrão da média; 5Probab. = Probabilidade. 
 
 
De acordo com Soto-Salanova (1996), as enzimas alimentares provocam a ruptura das 
paredes celulares das fibras, degradam as proteínas e diminuem os efeitos dos fatores 
antinutritivos, tornando os nutrientes mais disponíveis, tanto para o animal como para as 
bactérias anaeróbias presentes nos biodigestores. Isso faz com que se tenha maior 
disponibilidade de nutrientes e consequentemente se aumente a produção de biogás, o que não 
foi observado no presente estudo, onde as enzimas não interferiram nos resultados de 
produção de biogás e metano. 
 As diferenças não encontradas entre os tratamentos podem estar relacionadas com a 
composição do substrato, onde a proporção das enzimas adicionadas na dieta dos animais, não 
promoveram mudanças na composição do dejeto que compõe o substrato, sendo assim elas 
permaneceram semelhantes com o tratamento controle e não proporcionaram mudanças na 
produção de biogás.  
No presente estudo, apesar de o volumoso estar contido na dieta, a concentração do 
metano em média, entre os tratamentos foi de 70,60 % de metano, quando os dejetos foram 
tratados em biodigestores do tipo batelada. Já Miranda (2005) obteve biogás com 65,73% de 
metano em biodigestores de bancada, Orrico Junior (2008) obteve 66,55% de metano em 
biodigestores do mesmo tipo, enquanto Silva (1998) descreve que a composição do biogás 
varia de 60 a 70% de metano em biodigestores batelada, estando dentro dos valores 
encontrados nesse trabalho. Sendo assim, o processo de biodigestão se mostrou eficiente, 
pois, segundo Soussana et al. (2010), quanto maior for a proporção de metano, mais eficiente 
é o biogás para produção de energia. Gopalan et al. (2013) reportaram rendimento médio de 
metano de 0,17 g/L com variação de 0,07 – 0,28 L/g, estes dados estão de acordo com nossos 




No entanto, tem sido observado, rendimento de metano, produzido por dejetos de 
diferentes origens podem ser variáveis e são afetados por diversos fatores como: dieta, 
espécie, estágio de crescimento, tipo de material da cama, processo de degradação no 



































A adição de diferentes tipos e concentrações de enzimas não afeta a eficiência do uso 
de nutrientes no metabolismo ruminal de bovinos. 
A associação das enzimas exógenas melhora a produção de ácidos acético e 
propiônico sem aumentar a emissão de CH4 pelos ruminantes para a atmosfera. 
A utilização das enzimas, nas proporções adicionada nas dietas, não interferiu à 
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